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SANTRUMPOS

10, — singuletinis deguonis;

3D — trimatis (-¢);

5-ALA — 5-aminolevulino rugstis;

AKND - apkonvertuojanti nanodalelé (angl. upconverting nanoparticle);
AKND-FS — apkonvertuojancios nanodalelés ir fotosensibilizatoriaus
kompleksas (-ai);

Au ND — aukso nanodalelés;

Au NK — aukso nanoklasteris (-iai);

Ces — chlorinas eg;

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle lasteliy mitybiné terpé (angl.
Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium);

DPBS — Dulbecco fosfatinio buferio drusky tirpalas (angl. Dulbecco ‘s
Phosphate-Buffered Saline);

E — energijos lygmuo;

FL — fotoliuminescencija;

FNT - fotosensibilizuota naviky terapija;

FS — fotosensibilizatorius (-iai);

G — pagrindinis nesuzadintas energijos lygmuo (angl. ground state);
Hb — hemoglobinas;

HbO, — oksiduotas hemoglobinas;

Hp — hematoporfirinas;

HpD — hematoporfirino darinys;

IR — infraraudonoji (Sviesa/spinduliuote);

JSA —jaucio serumo albuminas;

JSA-Au NK — jaucio serumo albuminu stabilizuoti aukso nanoklasteriai;
LDH - laktatdehidrogenaze;

MKL — mezenchiminés kamieninés lgstelés;

MRT — magnetinio rezonanso tomografija;

ND — nanodalelé (-€s);

ND-FS — nanodalelés ir fotosensibilizatoriaus kompleksas (-ai);

PBS — fosfatinio buferio drusky tirpalas (angl. Phosphate-Buffered Saline);
PET — pozitrony emisijos tomografija;

PpIX — protoporfirinas IX;

Rh — rezus faktorius;

RNS — aktyvios azoto formos (angl. reactive nitrogen species);

ROS - aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species);
SA — skaitiné apertiira (angl. numerical aperture);

UV — ultravioletiné (§viesa/spinduliuoté);

ZSA — 7mogaus serumo albuminas.
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1. TVADAS

Sparti nanotechnologijy plétra per pastaruosius deSimtmecius siiilo
novatoriskus sprendimus ir medicinoje. Nanodalelés kuriamos ir tiriamos kaip
diagnostiniai zymenys arba kaip neSikliai, kurie pagerinty vaisty pristatyma,
jveikty biologinius barjerus, mazinancius gydymo efektyvuma, ir leisty
pritaikyti individualizuota gydymg kiekvienam pacientui (Mitchell ir kt.,
2021; Pallares ir kt., 2022). Siuo metu klinikoje jau yra naudojami vaistai,
sukurti panaudojant nanotechnologijas. Lipidy ir polimery pagrindy sukurtos
nanodalelés naudojamos efektyviam vaisty nuneSimui j tikslines lasteles
(Mitchell ir kt., 2021). Taip pat daug tyrimy atliekama ir su neorganinémis
nanodalelémis, dalis jau yra patvirtintos kaip vaistai klinikai (Mitchell ir kt.,
2021), kitos aktyviai §iuo metu tyrin¢jamos (Alphandéry, 2020).

Pastaraisiais metais daug pastangy skiriama nanomedziagy, kurios galéty
buti naudojami tiek vézio diagnostikai, tiek gydymui, tyrimams (Pallares
ir kt., 2022). Si sritis vadinama véZio teranostika. Vienas i3 teranostikos tiksly
yra sukurti daugiafunkce platforma, kuri leisty naudojant vieng nanomedziaga
ar nanokompozita pasiekti kelis norimus efektus. Tokia daugiafunkcé
platforma skirta vézio teranostikai, pagerinty ankstyvaja diagnostika,
sutrumpinty gydymo pradzios laukimo laikg ir prailginty gyvenimo trukme po
gydymo.

Viena i§ vézio teranostikos krypc¢iy yra fluorescencinés diagnostikos ir
fotosensibilizuotos naviky terapijos (FNT) derinimas vienoje platformoje.
Porfiriny tipo fotosensibilizatoriai (FS), tokie kaip hematoporfirinas (Hp) arba
chlorinas es (Ces), gali biiti laikomi teranostinémis medziagomis, nes tuo pat
metu juos galima panaudoti kaip Zymeklius neinvazinei optinei diagnostikai,
ir FNT, kaip fotosensibilizaciniu aktyvumu pasizyminc¢ias medziagas. Taciau
porfiriny tipo FS turi trikumy, tokiy kaip nespecifiSkas susikaupimas
sveikuose audiniuose, mazas tirpumas vandenyje, mazas fotostabilumas, taip
pat citotoksiSkumas tamsoje. Pastaruoju metu buvo sukurta nemazai FS, kuriy
savybés leidzia iSvengti daugumos trikkumy, taciau specifiskas FS
susikaupimas navike vis dar iSlieka aktuali problema (Sarbadhikary ir kt.,
2021). Po intraveninés injekcijos FS linke kauptis ne tik navike, bet ir
sveikuose audiniuose (Castano ir kt., 2005). Odoje susikaupus FS, pacientas
tampa jautrus Sviesai, o tai apsunkina gydymg. Tobuléjant
nanotechnologijoms imta ieskoti jvairiy nanomedziagy, kurios pakeisty
porfiriny tipo FS ir neturéty auks¢iau iSvardinty trokumy.



1.1. Aktualumas

Nanomedziagy pritaikymas vézio teranostikai galéty buti ilgai lauktas
proverzis onkologijoje. Nanodalelés (ND) gali biti panaudotos kaip
teranostinés platformos fluorescencinei vézio diagnostikai ir FNT dviem
budais: pati ND gali atlikti dvi funkcijas arba ND turi buti sujungta su
klasikiniais FS.

Siekiant sukurti nanodaleles, kurios pacios atlikty FS funkcija, buvo
atlikta nemazai bandymy. Siuo metu perspektyviausi ir vieninteliai, kurie savo
fotosensibilizacinémis savybémis gali lygintis su porfiriny tipo FS, yra aukso
nanoklasteriai (Au NK) (Tavakkoli Yaraki ir kt., 2022). Au NK sintezés metu
gali buti stabilizuojami jvairiais ligandais, vienas populiaresniy — jvairs
baltymai (Zhang ir kt., 2021a). Baltymy panaudojimas sintezéje leidzia
susintetinti biosuderinamus Au NK, o ir pati sintezé laikoma Zzaligja sinteze,
kadangi jos metu néra naudojami agresyvis cheminiai reagentai. Itin mazi,
biosuderinami, fotoliuminescuojantys ir fotosensibilizacinémis savybémis
pasizymintys Au NK Siuo metu yra viena perspektyviausiy teranostiniy
nanomedziagy (Cifuentes-Rius ir kt., 2021).

Dideliu proverziu nanoteranostikos srityje galima laikyti ir retaisiais
Zzemiy metalais legiruoty apkonvertuojanéiy sistemy atradima. Nors
apkonversijos reiskinys yra zinomas seniai, taciau tik pastaruoju metu sukiirus
biosuderinamas apkonvertuojancias nanodaleles (AKND) yra jmanoma jj
Biidamos netoksiskos, turédamos didelj anti-Stokso poslinkj bei placig emisija
raudonojoje ir infraraudonojoje (IR) srityse Sios nanodalelés gali biti
pritaikomos giluminégje naviky diagnostikoje ir terapijoje. Apkonversijos
emisija yra tinkama FS suzadinimui, tad tokiy AKND bei FS kompleksai
galéty veikti kaip daugiafunkcés nanomedziagos (Wang ir kt., 2011). Be to,
Siame darbe parodome, kad naudojant retyjy Zemiy metaly nanodaleles,
galima sukurti sistemas, kuriy diagnostiné ir terapinés funkcijos bty atskirtos
viena nuo kitos ir valdomos skirtingo bangos ilgio §viesa. Toks atskyrimas
leidzia uztikrinti, kad atliekant naviko diagnostikg nevyks jokie papildomi
procesai ir bus i§vengiama sveiky audiniy pazeidimo.

1.2. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas:

Istirti biosuderinamy aukso nanoklasteriy ir funkcionalizuoty retyjy zemiy
metaly nanodariniy panaudojimo vézio teranostikoje potenciala.



Darbo uzdaviniai:

1. Istirti baltymais stabilizuoty aukso nanoklasteriy bei retyjy Zemiy
metaly ir fotosensibilizatoriaus Ces kompleksy optines ir
fotosensibilizacines savybes.

2. Nustatyti baltymais stabilizuoty aukso nanoklasteriy ir retyjy
zemiy metaly kompleksy su fotosensibilizatoriumi Ces kaupimosi
ir pasiskirstymo désningumus skirtingo piktybiskumo vézinése
lastelése MCF-7 ir MDA-MB-231.

3. Ivertinti skirtingais baltymais stabilizuoty aukso nanoklasteriy
fotosensibilizacinj poveikj ir teranostines savybes kriities
vézinéms lateléms in vitro.

4. Nustatyti retyjy Zzemiy metaly nanodaleliy kaupimasi ir
pasiskirstymg navikiniy dariniy modelyje — véziniy Iasteliy
trimaciuose sferoiduose.

5. Nustatyti ar retyjy Zemiy metaly ir Ces kompleksai atlieka
fotosensibilizatoriaus funkcija véziniy Igsteliy monosluoksniuose
ir sferoiduose, Svitinant 980 nm spinduliuote.

6. Istirti ar odos mezenchiminiy kamieniniy Iasteliy panaudojimas
pagerina retyjy zemiy metaly nanodaleliy ir Ces komplekso
pernasg bei jo fotosensibilizacinj poveikj véziniy Igsteliy
MDA-MB-231 sferoiduose.

1.3. Mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé

Ivairis Au NK jau kurj laikg yra nagrinéjami kaip galima teranostiné
priemoné (Cifuentes-Rius ir kt., 2021; van de Looij ir kt., 2022). Dél savo
savybiy, Au NK galéty buti pritaikyti skirtingiems diagnostikos ar gydymo
metodams (van de Looij ir kt., 2022). Au NK yra tiriami kaip alternatyva
molekuliniams FS ir buvo parodyta, kad jie gali generuoti singuletinj deguonj
('O,) (Ho-Wu ir kt., 2017). Doktorantiiros vykdymo metu buvo istirti jaucio
serumo albuminu stabilizuoty AuNK (JSA-AuNK) savybés ir
pademonstruota, kad JSA-Au NK gali generuoti ne tik singuletinj deguonj, bet
ir kitas aktyvias deguonies formas (angl. reactive oxygen species — ROS),
tokias kaip peroksidai arba aktyvias azoto formas (angl. reactive nitrogen
species — RNR), tokias kaip peroksinitritai (Poderys ir kt., 2020). Si
publikacija yra pirmoji, kuri nagrinéja Au NK geb¢jimg generuoti kitas
aktyvias deguonies formas, nei 'O,. Porfiriny tipo FS daugiausiai generuoja
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10, ir tik nedidele dalj (apie 5 %) kity aktyviy deguonies formy, tad dazniai
tiriant nanodaleles nebandoma nustatyti ar vyksta kity ROS generacija. Tuo
tarpu nanodaleliy fotosensibilizacinés savybés néra gerai istirtos, todél svarbu
tirti ne tik 'O, bet ir kity ROS arba RNS susidarymag.

Au NK sintezei panaudoti galima jvairius baltymus (Xie ir kt., 2009;
Dixon ir Egusa, 2021). Doktorantiiros studijy metu atlikti tyrimai parodeé, kad
Au NK gali biiti sintetinami zmogaus kraujo plazmoje in vitro, tokiu budu
sukuriant biosuderinamas nanodaleles personalizuotai vézio teranostikai
(Jarockyte ir kt., 2022a). Tokie personalizuoti Au NK anksc¢iau mokslinéje
literatliroje nebuvo aprasyti.

Panaudojant retyjy Zzemiy metaly nanodaleles galima sukurti nanodalelés
ir FS teranostinj kompleksa, kuris biity aktyvuojamas naudojant artimaja
infraraudongjg Sviesa (Lu ir kt., 2022; Valle ir kt., 2022). Nors tokias sistemas
tiria ne viena mokslininky laboratorija, taciau literatiiroje apraSytos sistemos
naudoja vieng bangos ilgj tiek diagnostikai, tiek terapijai. Tokios sistemos ne
visada yra tinkamos, kadangi kai kuriais atvejais labai svarbu atlikti
diagnostinius tyrimus prie§ pradedant FNT. Doktoranttiros laikotarpiu buvo
tiriamos retyjy Zemiy metaly nanodalelés, kurios sudarytos i§ skirtingy
sluoksniy, atliekanciy skirtingas funkcijas. Kiekvieno sluoksnio funkcija yra
Ljungiama“ atskiru bangos ilgiu. Tokiu biidu vienoje daleléje galima atskirti
veézio diagnostika ir gydyma (Skripka ir kt., 2019).

Atliekant pradinius nanodaleliy tyrimus in vitro labai svarbu pasirinkti
tinkama modeline sistema. Siuo metu vis dar auksiniu standartu laikomi
lasteliy monosluoksniai, su kuriais lengva ir patogu dirbti. Taciau Sis
biologinis modelis yra per daug supaprastintas ir neatitinka sudétingos vézinio
audinio struktiiros bei naviko mikroaplinkos. Daug tikslesnis biologinis
modelis yra eksperimentiniai gyviinai, taiau pradinése tyrimy stadijose
naudoti gyviinus yra netikslinga. Kaip alternatyva galima naudoti trimates
(3D) lasteliy kulttiras, pavyzdziui, lasteliy sferoidus (Fitzgerald ir kt., 2015).
Lasteliy sferoiduose dominuoja lastelé-lastelé sgveika, taip pat formuojasi
tarplastelinis matriksas ir susidaro difuzinis maisto medziagy bei deguonies
gradientas. Tokiomis pafiomis savybémis pasizymi ir mazi navikai, dar
neturintys kraujagysliy tinklo (Costa ir kt., 2016). Sis biologinis tyrimy
modelis vis dazniau pritaikomas nanomedziagy tyrimuose, taciau vis dar
dauguma mokslininky renkasi Igsteliy monosluoksnius. Todél labai svarbu
plésti Igsteliniy sferoidy panaudojima nanodaleliy tyrimuose. Siame darbe
buvo pasirinkta dalj eksperimenty atlikti Igsteliy sferoiduose. Gauti rezultatai
parodé, kad nanodaleliy prasiskverbimas 3D lasteliy sferoiduose yra
ribojamas, didesnis susikaupimas stebimas Iasteliy sferoidy iSoréje, o i
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centring dalj nanodalelés nepraeina. Dél to buvo ieSkoma alternatyvaus biido
nanodaleliy pernesimui.

Siame darbe yra tiriamas i§ odos isskirty mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy (MKL) gebéjimas pernesti nanodaleles i véziniy lasteliy sferoidus.
Ankstesniuose tyrimuose buvo parodyta, kad MKL geba pernesti nanodaleles
1 navika ir tokiu btudu pagerinti prieSvézinj jy poveikj (Dapkute ir kt., 2021).
Dazniausiai literatiiroje aprasomos MKL isskirtos i§ kauly ¢iulpy ar riebalinio
audinio. Oda, kaip MKL Saltinis, nagrin¢jama neseniai, todél Siame darbe
aprasyti tyrimai prisideda prie odos MKL pazinimo. Tyrimy, kuriuose bty
nagrinéjama MKL migracija j lasteliy sferoidus, yra labai mazai (Ferreira ir
kt., 2021), o tokiy, kuriuose biity naudojamos i$ odos i$skirtos MKL — néra
visai.

Ginamieji teiginiai:

1. Kraujo serumo baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai regimosios
Sviesos poveikyje generuoja aktyvias deguonies formas, o
fotosensibilizatoriumi  funkcionalizuotos retyjy Zemiy metaly
nanodalelés Svitinamos artimaja infraraudonaja Sviesa generuoja
singuletinj deguon;.

2. Kraujo serumo baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai ir
fotosensibilizatoriumi  funkcionalizuotos retyjy Zemiy metaly
nanodalelés kaupiasi vézinése lgstelése ir tamsoje yra netoksiskos.

3. Kraujo serumo baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai, susikaupe
vézinése lastelése, Sviesos poveikyje generuoja aktyvias deguonies
formas, kurios inicijuoja véziniy lasteliy zutj.

4. Fotosensibilizatoriumi funkcionalizuoty retyjy Zemiy metaly
nanodaleliy prasiskverbimas j trimacius lasteliy sferoidus yra ribotas.

5. Svitinant 980 nm spinduliuote fotosensibilizatoriumi
funkcionalizuotas retyjy Zzemiy metaly nanodaleles lasteliy
monosluoksniuose ir sferoiduose, susidaro singuletinis deguonis,
kuris sukelia lgsteliy Ztj.

6. Mezenchiminés kamieninés lastelés kaupia fotosensibilizatoriumi
funkcionalizuotas retyjy Zemiy metaly nanodaleles ir uZztikrina jy
pernasa naviko modelyje — 3D lgsteliy sferoiduose.
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1.4. Autorés indélis

Disertacijos autoré yra pagrindiné tyrimo idéjos jgyvendintoja ir tyrimy
lasteliy monosluoksniuose ir 3D lasteliy sferoiduose pagrindiné tyré¢ja. Autoré
atliko eksperimentus, reikalingus nanodaleliy charakterizavimui, planavo ir
atliko nanodaleliy kaupimosi lasteléese bei biosuderinamumo tyrimus,
fotosensibilizacinio poveikio jvertinimo Igsteliy monosluoksniuose ir 3D
lasteliy sferoiduose eksperimentus, nanodaleliy perneSimo mezenchiminémis
kamieninémis lastelémis véziniy lasteliy sferoiduose tyrimus. Autoré
analizavo, apdorojo ir interpretavo visus gautus rezultatus, juos pristaté
mokslinése konferencijose bei jy pagrindu su bendraautoriais parengé
publikacijas. Ji yra dviejy publikacijy, paraSyty disertacijos tema, pirmoji
autoré. Remdamasi doktorantiiros metu paruostomis publikacijomis, autoré
paruosé disertacija.

Darbo vadovas prof. habil. dr. Ri¢ardas Rotomskis suformulavo eksperi-
mentiniy tyrimy kryptis, konsultavo interpretuojant rezultatus, dalyvavo
rengiant mokslines publikacijas ir medZziaga konferencijoms.

Prof. dr. Vitalijus Karabanovas konsultavo planuojant ir vykdant
eksperimentus, analizuojant gautus rezultatus, dalyvavo rengiant mokslines
publikacijas ir medziaga konferencijoms.

Aukso nanoklasteriy sintez¢ bei dalj spektriniy matavimy atliko
jaunesnysis mokslo darbuotojas Vilius Poderys. Taip pat V. Poderys surinko
980 nm lazering sistema reikalingg vaizdinimui konfokaliniu mikroskopu bei
nanodaleliy fotosensibilizacinio poveikio tyrimams vézinése lastelése.

Retyjy zemiy metaly nanodaleliy sinteze atliko dr. Artiom Skripka,
Kvebeko universiteto Nacionaliniame moksliniy tyrimy institute, Kanadoje.
Mokslininky grupei vadovauja prof. dr. Fiorenzo Vetrone.

Studenté Aléja Marija Daugélaité iSskyré mezenchimines kamienines
lasteles, naudodama dr. Dominykos Dapkutés metodika (Dapkute ir kt.,
2021), taip pat vadovaujama disertacijos autores atliko eksperimentus su
Siomis lgstelémis ir analizavo gautus rezultatus.
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2. LITERATUROS APZVALGA

Veézys islieka viena sudétingiausiy ligy, kurios gydymo metu yra biitinos
daugiapakopés diagnostikos ir gydymo procediiros. SparCiai vystantis
nanotechnologijoms, pastaruoju metu vis dazniau onkologijoje pritaikomi
desimtmetj daug pastangy buvo skirta nanomedziagoms, kurios gali buti
naudojamos tiek vézio diagnostikai, tiek terapijai. Tokios nanomedZziagos,
atliekancios dvi funkcijas, vadinamos teranostinémis. Sujungus diagnostikg ir
gydyma galima paSalinti daugiapakopes medicinines procediiras, anksciau
diagnozuoti onkologinius pakitimus, sumazinti gydymo pradzios laukimo
laikg ir pagerinti pacienty atsigavima po ligos.

2.1. Teranostika

Teranostika — tai mokslo sritis, tyrinéjanti medziagas ir metodus, kurie
galéty biti pritaikyti ir diagnostikai, ir terapijai. Tai gali biiti priemonés, kurios
leidzia diagnozuoti, o po to taikyti gydyma, neatliekant papildomy zingsniy.
Taip pat kai kuriais atvejais pirmiausia taikomas gydymas, o véliau atlickama
diagnoze, siekiant stebéti ankstyva atsaka j gydyma ir numatyti gydymo
veiksminguma. Kita vertus, kai kuriais atvejais diagnostika ir terapija yra
atliekama kartu.

IstoriSkai vézio teranostika pradéta taikyti anksCiau nei atsirado pats
terminas. 1941 m. Saul Hertz pirmasis pritaiké radioaktyvyji joda pacientams,
sergantiems hipertiroidizmu, o véliau ir skydliaukés véziu, diagnostikai ir
gydymui (Hertz, 2019). Iki tol radioaktyvus jodas buvo naudojamas tik
diagnostikai. 1946 m. Samuel M. Seidlin, sekdamas S. Hertz darbais,
publikavo tyrimg apie radioaktyviojo jodo panaudojimg metastazavusio
skydliaukés vézio gydymui (Seidlin ir kt., 1946). Sie darbai davé pradzia
branduolinei vézio teranostikai.

Terming ,teranostika® 1998 m. praneSime spaudai pirmasis pavartojo
,PharmaNetics* vadovas John Funkhouser, norédamas aprasyti medziaga,
leidziancCig kartu diagnozuoti, gydyti ir stebéti pacienta gydymo metu (Idée ir
kt., 2013). 2002 m. F.J.Picard publikavo apzvalginj straipsnj apie
molekuliniy jrankiy panaudojima infekciniy ligy teranostikai (Picard ir
Bergeron, 2002). 2006 m. J. R. McCarthy ir kt. publikavo straipsnj, kuriame
apras$é nanodaleles aterosklerozés teranostikai (McCarthy ir kt., 2006). Nuo
2008 m. pradétas tirti teranostiniy nanodaleliy pritaikymas onkologijoje,
tatiau pirmieji straipsniai buvo apzvalginiai, juose buvo apraSyta pati
teranostikos idéja, o praktinis veikimas buvo pademonstruotas véliau
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(Hartman ir kt., 2008; Sumer ir Gao, 2008). 2011 m. pradétas leisti tarptautinis
mokslinis Zurnalas ,,Theranostics® ir susidoméjimas Sia sritimi émé Zenkliai
augti. Tikimasi, kad teranostiniy priemoniy pritaikymas medicinoje pagerins
skirtingy ligy, jskaitant jvairiy tipy vézj (Palekar-Shanbhag ir kt., 2013;
Sharma ir kt., 2017), neurodegeneracinius sutrikimus (Ramanathan ir kt.,
2018; Sharma ir kt., 2019) ir Sirdies ir kraujagysliy ligas (Tang ir kt., 2012;
Cattaneo ir kt., 2019), gydymo veiksminguma, taip uztikrinant geresn¢
individualizuota medicining priezitirg. Visgi daugiausiai démesio $iuo metu
sulaukia véZzio teranostika.

- Chemoterapua

Fluorescencija Genq terapija

. )))l / %Lazeris

Fotoakustinis vaizdinimas Fototerminé terapija

Diagnostika erapij &

PET & Fotosensibilizuota terapija
MRT « Nanomedziagos Radioterapija
/ ) :
’ [ ] 1 \ r»").ﬁ_\y
Funkcionalizavimas

Tikslinis nunedimas @ ® -
Vaisty pernasa
1 pav. Nanomedziagy pritaikymas vézio diagnostikai ir terapijai. Nanotechnologijos leidzia

sukurti medziagas, kurios galéty atlikti kelias skirtingas funkcijas. Adaptuota pagal Bhushan
ir kt., 2021.

Vézio teranostika, kaip rodo pavadinimas, yra kombinuota vézio diagnozés
ir gydymo priemoné, kuri leidzia sumazinti gydymo pradzios laukimo laikg
bei palengvinti pacienty priezitirg. Tokiy priemoniy taikymas yra butinas
individualizuotam vézio gydymui ir paciento stebéjimui. Vézio teranostika
gali apjungti keleta skirtingy diagnostikos ir terapijos metody. Fluorescenciné
diagnostika daznai kombinuojama su FNT arba fototermine terapija.
Magnetinio rezonanso tyrimas (MRT) gali biiti taikomas kartu su hipertermine
terapija. Pozitrony emisijos tomografija (PET) — kartu su radioterapija.
Paskutiniu metu daugiau démesio skiriama ir daugiafunkcéms medZiagoms,
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kurias galima panaudoti keliems skirtingiems vaizdinimo btidams
(multimodaliniam vaizdinimui) ir vienam ar keliems gydymo metodams.
Daugiafunkcés medziagos dazniausiai kuriamos pasitelkiant
nanotechnologijas. 1 pav. schematiskai pavaizduota, kaip galima panaudoti
nanomedZiagas vézio diagnostikai ir terapijai. Siekiama sukurti teranostines
nanodaleles, kurios atlikty kelias i§vardintas funkcijas.

Teranostiniy metody ir medziagy pasirinkimas nuolatos didéja. Visgi
optiniai metodai iSlieka patraukliis dél savo paprastumo, pigumo ir saugumo.
Todél Siame darbe daugiau démesio skiriama FNT ir fluorescencinés
diagnostikos apjungimui ir pritaikymui onkologiniy ligy gydymui.

2.2. Fotosensibilizuota naviky terapija

Fotosensibilizuota naviky terapija — tai onkologiniy ligy gydymas, kurio
metu Sviesa veikia j organizma jvestas pigmenty molekules, paversdama jas
toksiskais arba trikdanciais medziagy apykaitg produktais (Rotomskis ir kt.,
2002). FS parenkamas toks, kad sugerty Sviesos energija, perduoty ja kitoms
molekuléms, jas aktyvuoty, o pats i§likty nepakites.

Suzadinta singuletiné

bisena
Lasteliy nekrozé ir

Tripletiné
blsena 8
\ M '0,.

NN ]
B
NS —

Zadinanti §viesa

P— D
Pagrinding 20,
blsena

Y

Kapiliary
pazeidimai

2 pav. Principiné  schema, vaizduojanti  fotosensibilizacijos  procesa  navike.
Fotosensibilizatorius (FS) sugeria §viesa ir pereina j trumpai gyvuojancia suzadinta singuleting
busena (FS*). Kadangi §i blisena yra nestabili, sensibilizatorius gali pereiti j ilgai gyvuojancia
suzadintg tripleting blisena, i$ kurios energija gali biiti perduota tripletinéje blisenoje esanciam
deguoniui (*02). Suzadintas deguonis pereina j singuleting biiseng ('0z). Singuletinis deguonis
10; gali tiesiogiai sukelti véZiniy lasteliy nekroze ir/arba apoptozg, taip pat gali pazeisti naviko
kapiliarus ir taip sutrikdyti naviko apriipinima maisto medziagomis, bei deguonimi arba sukelti
uzdegiminj procesg ir tokiu biidu pritraukti imunines lasteles j navika. Adaptuota pagal Castano
ir kt., 2006.
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FNT metu yra naudojami du netoksiski komponentai — FS ir $viesa,
kuriuos sujungus gaunamas toksinis poveikis vézinéms lasteléms (2 pav.). FS,
suzadintas Sviesa, perduoda suzadinimo energija tripletinéje biisenoje
esanciam deguoniui. Deguonis gaves papildomos energijos pereina j suzadinta
singuleting biiseng ir susidaro chemiskai aktyvus singuletinis deguonis.
Taciau energija gali buti perduodama ir kitoms molekuléms, tokiu atveju
susidaro jvairts radikalai arba kitos chemiskai aktyvios molekulés (Castano ir
kt., 2005). Tiek '0,, tiek kiti ROS arba RNR paZeidzia lgsteles ir gali sukelti
apoptozg, nekroze arba autofagija. Kuris lgstelés zuties kelias bus aktyvuotas
priklauso nuo FS vidulastelinés lokalizacijos, FNT dozés ir naudojamos
$viesos intensyvumo, deguonies kiekio aplinkoje bei lasteliy tipo (Yoo ir Ha,
2012).

FNT tyrimy pradzia yra laikomi 1900 m., kai Oscar Raab pastebéjo, kad
lasteles paveikus organiniais pigmentais ir véliau apSvitinus $viesa, Iastelés
zusta (Zhang ir Lovell, 2012). Vien tik pigmentai arba vien Sviesa tokio
poveikio lasteléms neturéjo. O. Raab padaré iSvada, kad pigmentai sugeria
Sviesa, susidaro toksiSkos medziagos ir lastelés ztsta. 1903 m. Herman von
Tappeiner ir A. Jesionek paskelb¢ straipsnj, kuriame iskélé FNT id¢ja (Zhang
ir Lovell, 2012). Straipsnyje buvo sitloma naudoti eozino 5 % vandeninj
tirpalg ir Svitinimg Sviesa jvairiems odos susirgimams gydyti. Straipsnyje

Susidoméjimas FNT galimybémis augo, imta ieSkoti kity pigmenty, kurie
galety biti FS. 1911 m. Hausmann pasteb¢jo sensibilizuojant] Hp poveikj
(Zhang ir Lovell, 2012). 1924 m. Policard paskelbé, kad Hp gerai kaupiasi
navikinése lastelése, o 1942 m. Auler ir Banzer eksperimentuodami su
gyvinais parodé, kad Hp selektyviai kaupiasi navikiniame audinyje, taip pat
buvo nustatytas sensibilizuojantis poveikis navikams (Zhang ir Lovell, 2012).
Hp paveikus acto ir sieros miSiniu buvo gautas hematoporfirino darinys
(HpD). HpD navikuose kaupési geriau, nei anksciau atrastas Hp, be to juos
buvo galima suzadinti raudona Sviesa, kuri geriau prasiskverbia pro audinius,
todél jie buvo pradéti naudoti naviky diagnostikoje. Galiausiai, i§tobulinus
sintezg ir gryninimg, HpD pradétas gaminti kaip vaistas fotofrinas ir imtas
naudoti FNT (Josefsen ir Boyle, 2008).

Nattiralios kilmés porfirinai, tokie kaip ir Hp ir jo dariniai, yra laikomi
pirmosios kartos FS (3 pav.). Nors Sie junginiai yra lengvai susintetinami,
kaupiasi navikuose, ir pasizymi fotosensibilizacinémis savybémis, taciau kaip
FS turi nemazai trikumy. DidZiausias trilkumas yra tai, kad pirmosios kartos
FS geriausiai sugeria 360-440 nm srityje. Tokia Sviesa neprasiskverbia giliai
1 audinius, todél naudojant pirmosios kartos FS galima gydyti tik pavirSinius
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navikus (odos, skrandzio, §lapimo pislés ir pan.). Be to, §iy sensibilizatoriy
!0, generacijos kvantinis naSumas yra gana mazas, dél to reikalingos didelés
Svitinimo dozés. Kita problema — nepakankamas kaupimosi selektyvumas.
Lyginant su sveikais audiniais, FS dél didesnio pralaidumo kraujagysliy Siek
tiek geriau kaupiasi navike bei ilgiau jame uzsilaiko dél prasciau iSvystytos
limfinés sistemos, taciau FS susikaupia ne tik navikuose, bet ir odoje, todél
pacientas po procediiros ilgg laikg buina jautrus Sviesai (Zhang ir Lovell, 2012;
Gunaydin ir kt., 2021).
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3 pav. Pirmos ir antros kartos fotosensibilizatoriy pavyzdziai. Adaptuota pagal Gunaydin ir kt.,
2021.

Siekiant i§vengti pirmos kartos FS truikumy, buvo ieSkoma kity pigmenty,
turin¢iy fotosensibilizaciniy savybiy. Antrosios kartos FS, prieSingai nei
pirmosios, yra homogeninés, Zinomos struktiros medziagos. Zinoma
struktiira leido geriau istirti medziagy savybes bei jy saveika su biologiniais
objektais. Siai grupei priskiriami chlorinas ir jo dariniai, bakteriochlorinas,
ftalocianinai, benzoporfirinas, taip pat hemo sintezés pirmtakas
S-aminolevulinin¢ rugstis (5-ALA) ir vienas i§ hemo sintezés Salutiniy
produkty protoporfirinas IX (PpIX) (3 pav.). Antrosios kartos FS pasizymi
gera Sviesos sugertimi bei fluorescencija raudonoje spektro dalyje (650-
850 nm), kuri patenka j pirmajj audiniy skaidrumo langg. Tokia sugertis
leidzia suzadinti FS, esancius giliau audinyje (iki keliy milimetry gylio).
Raudona $viesa neturi poveikio audiniy Igsteléms, jei jose néra FS. Be to,
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antros kartos FS pasizymi kur kas didesniu 'O, generacijos kvantiniu naSumu,
lyginant su Hp. Taip pat antros kartos FS grei¢iau pasisalina i§ sveiky audiniy
(Gunaydin ir kt., 2021). Deja, antrosios kartos FS nepasizymi selektyviu
susikaupimu navike, jy kaupimasis panasus j pirmosios kartos FS (Mironov,
1996). Nors antros kartos FS gali biiti naudojami jvairiy tipy véziui gydyti, jie
vis tiek gali pakenkti sveikiems audiniams dél didelio toksiSkumo ir mazo
stabilumo (Gunaydin ir kt., 2021).

Nepaisant iSvardinty trikumy, Siuo metu klinikoje yra naudojami tiek
pirmos, tiek antros kartos FS. HpD pagrindu sukurtas vaistas fotofrinas
patvirtintas Slapimo pislés, stemplés, plauciy, gimdos kaklelio onkologiniy
ligy gydymui (Sarbadhikary ir kt., 2021). Preparatas su 5-ALA yra patvirtintas
ne melanomos tipo odos piktybiniams pakitimams, tokiems kaip bazalioma ir
plokscialasteliné karcinoma, arba iki véziniams pakitimams, tokiems kaip
aktininé keratozé, gydyti (Gunaydin ir kt., 2021; Sarbadhikary ir kt., 2021).
Pati 5-ALA néra fotosensibilizatorius, tafiau yra endogeninio
fotosensibilizatoriaus PpIX pirmtakas. PpIX susidaro kraujo hemo sintezés
ciklo metu, kaip pasalinis produktas. Chlorino pagrindu sukurti vaistai gali
biti naudojami galvos ir kaklo, prostatos, kasos, plau¢iy navikams gydyti
(Sarbadhikary ir kt., 2021). Tai tik keletas pavyzdziy, Siuvo metu klinikoje
taikoma ir daugiau FS (Gunaydin ir kt., 2021; Sarbadhikary ir kt., 2021).

Siekiant iSvengti porfiriny tipo FS trukumy, $iuo metu siekiama sukurti
trecios kartos FS. Treciosios kartos FS galéty buti antrosios kartos FS dariniai,
gaunami sujungiant juos su biomolekulémis, padedanciomis FS selektyviai
pasiekti taikinius navikiniame audinyje. Kiekvieno audinio Iastelés pasizymi
tik joms budingais membranos antigenais, navikinio audinio lgstelés — taip
pat. Zinant kokie antigenai biidingi konkretaus naviko atveju, galima prie FS
molekulés prijungti ligandus, tokius kaip folio riigstis arba transferinas, ar
antiktinus, kurie prisijungty prie specifiniy antigeny (4 pav.). Tokiu atveju FS
susikaupty selektyviai tikslinése Iastelése (Gierlich ir kt., 2020).

Tyrimy ir medicinos sritis, kurioje naudojami FS, sujungti su antikiinais,
vadinama imunofototerapija. Vienas pirmyjy bandymy pritaikyti FS su
prijungtu antikiinu vézio gydymui, apraSytas 1992 m. Schmidt ir kt.
publikacijoje, kurioje ftalocianinas su prijungtu antikiinu buvo sékmingai
panaudotas trijy pacienty, serganciy pazengusia kiauSidziy karcinoma
gydymui (Gunaydin ir kt., 2021). Nuo to laiko Siose srityje atlikta nemazai
tyrimy (Sandland ir Boyle, 2019; Gierlich ir kt., 2020). Vienas i8
perspektyviausiy pavyzdziy yra vandenyje tirpaus silicio dioksido
ftalocianino pagrindu pagamintas dazas IRDye700DX, kuris buvo
konjuguotas su skirtingais monokloniniais antiktinais (Gierlich ir kt., 2020).
Mokslininky darbai parodé, kad $i strategija gali biiti veiksminga gydant
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skirtingos kilmés navikus, naudojant antikiinus prie§ atitinkamus taikinius,
pavyzdziui, prostatos vézj, burnos vézj, plauciy vézj, glioblastoma ir
melanoma. Apskritai toks konjugatas gali sukelti specifing vézio lasteliy mirtj
FNT metu, tuo paciu tausodamas gretimus sveikus audinius, naviko
kraujagysles ir infiltruojancias imunines lasteles (Gierlich ir kt., 2020).
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4 pav. Principiné schema, vaizduojanti fotosensibilizatoriy prijungimg prie antikiino.
Adaptuota pagal Sandland ir Boyle, 2019.

Ilga laika didziausia problema buvo tai, kad prie FS prijungus antikiinus,
kurie yra salyginai didelés molekulés, dingsta FS optinés ir
fotosensibilizacinés savybés (van Dongen ir kt., 2004). Idealiu atveju
porfirinas su antikiinu jungtysi tik per viena funkcine grupe, reakcija turéty
vykti be kaitinimo, konjugatai turéty susidaryti homogeniski (Sandland ir
Boyle, 2019). Tokias savybes pasiekti néra lengva, tad ieskoma ir kity
alternatyviy biidy pagerinti FS selektyvuma vézinéms lgstelems. Dél Siy
priezas¢iy mokslininky akys krypsta ir j kitas sritis, galin¢ias pagerinti FNT
efektyvuma, viena jy — nanotechnologijos. Trecios kartos FS galéty buti
fotoliuminescuojanc¢ios nanodalelés, kurios pasizymi fotosensibilizacinémis
savybémis. Nanodaleles lengva modifikuoti antikiinais, neprarandant jy
savybiy, o prijungus antiktinus galima jas kryptingai nukreipti j navikg. Tokiu
budu biity pagerintas selektyvumas ir sumazinti Salutiniai poveikiai.

2.3. Fluorescenciné diagnostika

Ankstyvas naviko riby nustatymas ir tolesnis stebéjimas gydymo metu
yra ne maziau svarbiis geresnei paciento prieziiirai ir greitesniam sveikimui.
Fluorescencinis tyrimas yra greitas, jautrus, saugus ir pigus diagnostinis
metodas (Tipirneni ir kt., 2017).
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Fluorescenciné diagnostika — tai diagnostikos rasis, kurios metu yra
naudojama Sviesa ir optiniai vaizdinimo metodai audiniy fluorescencijai
registruoti. Fluorescenciné diagnostika apima daugybe diagnostikos risiy,
galimy taikyti jvairiems tikslams, kuriy svarbiausieji yra: diagnozuoti liga,
nustatyti tikslig vieta, i§ kur imti méginj, ir matuoti fiziologinius parametrus.
Fluorescenciné diagnostika yra skirstoma j nesensibilizuotg ir sensibilizuota
(Rotomskis ir Streckyté, 2007).

Nesensibilizuotoji  fluorescenciné diagnostika pagrista audiniy
endogeniniy fluorofory skleidziama fluorescencija, dar vadinama savitaja
audiniy fluorescencija. Sveiky audiniy ir pakitusiy audiniy savitoji
fluorescencija skiriasi dél Iastelése pasikeitusiy metaboliniy procesy. Kadangi
vézinése lastelése kokybiskai ir kiekybiskai kinta ir endogeniniy fluorofory
kiekis ir sudétis, lyginant su sveikomis lagstelémis, registruojant audiniy
savitosios fluorescencijos spektrus, galima nustatyti pakitusius audinius.
Taciau savitosios fluorescencijos signalas yra menkas, todél kyla sunkumy ja
registruojant ir véliau analizuojant, dél to Sis metodas klinikinéje praktikoje
taikomas retai. Siekiant pagerinti fluorescencinés diagnostikos galimybes,
naudojami papildomi fluorescenciniai dazai (fluoroforai), parySkinantys
navika (Rotomskis ir Streckyte, 2007).

Onkologiniy ligy fluorescencinei diagnostikai gali biiti naudojamos
medziagos, kurios lasteliy metabolizmo metu paverciamos j endogeninius
fluoroforus, arba egzogeniniai fluoroforai, kurie linke kauptis vézinése
lastelése. Vienas dazniausiai naudojamy endogeniniy fluorofory yra PpIX.
Suleidus j organizma 5-ALA, hemo sintezés ciklo reakcijos suaktyvéja. Jei
lasteléje yra 5-ALA perteklius, fermentai nebespéja atlikti sintezés ir pradeda
kauptis tarpiniai produktai, tokie kaip PplX, kurio fluorescencija galima
uzfiksuoti. Be to, jei lgstelése dél pakitimy hemo sintezés ciklas yra sutrikes,
pasikeicia ir tarpiniy produkty kiekiai Igstelése. Dél to pasikeicia ir audiniy
fluorescencija. Naudojant $j metodg galima diagnozuoti ankstyvyjy stadijy
navikus, taip pat ikinavikinius audiniy pakitimus (Ishizuka ir kt., 2011). Siuo
metu 5-ALA ir jos dariniai klinikinéje fluorescencinéje diagnostikoje
naudojama dermatologijos, pulmonologijos, urologijos, ginekologijos,
gastroenterologijos, neurologijos srityse (Casas, 2020).

Siekiant geresnio sveiky ir pakitusiy audiniy fluorescencijos kontrasto, }
organizmg gali biiti suleidZiami egzogeniniai fluoroforai, dazniausiai tie patys
FS kaip ir FNT. Taciau Siuo atveju fotosensibilizacinis poveikis yra
nepageidaujamas, kad nebiity pazeidziami audiniai. Todél diagnostikos metu
yra naudojamos daug mazesnés fotosensibilizatoriy ir $vitinimo dozés nei
FNT metu arba parenkami tokie FS, kurie prastai generuoja 'O,. Procediiros
metu FS suleidZiamas ] organizmg arba taikomas iSoriSkai. Po keliy ar
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keliolikos valandy FS susikaupia paZeistuose audiniuose. Suzadinus tinkamo
bangos ilgio Sviesa stebima FS fluorescencija. Navikiniame audinyje
susikaupia daugiau FS, todél stebima rySkesné fluorescencija. Tokiu biidu
galima nustatyti naviko ribas (Rotomskis ir Streckyté, 2007; Zheng ir kt.,
2019; Lauwerends ir kt., 2021).

Klinikingje praktikoje fluorescenciné diagnostika dazniausiai naudojama
naviko riby nustatymui operacijos metu (5 pav.). Dazniausiai naudojami FS
yra indocianino zaliasis, metileno mélis, fluoresceino natrio druska ir 5-ALA
(Zheng ir kt., 2019). Indocianino zaliasis $iuo metu yra placiausiai
naudojamas fluoroforas naviko riby nustatymui operacijos metu
(klinikiniuose tyrimuose apie 60 % visy tyrimy) (Nagaya ir kt., 2017).
Indocianino Zaliasis yra vandenyje tirpus fluoroforas, suzadinamas artimaja
infraraudonaja $viesa ties 780 nm ir fluorescuojantis ties 820 nm. Siame
diapazone néra audiniy savitosios fluorescencijos, dél to dazo susikaupima
lengviau nustatyti. Be to indocianino zaliasis retai sukelia alergines reakcijas
ir laikomas saugiu preparatu naudojimui medicinoje (Zheng ir kt., 2019).
Klinikoje indocianino zaliasis naudojamas kepeny naviky riby nustatymui
operacijos metu (Purich ir kt., 2020). Metileno mélis ir fluoresceino natrio
druska operacijy metu naudojami daug reciau (Zheng ir kt., 2019). Taciau
fluoresceino natrio druska yra placiai naudojama oftalmologijoje akies dugno
kraujagysliy tyrimuose (fluoresceino angiografija) (Baddam ir kt., 2023).

Spalvota kamera

IR kamera

Dichroinis veidrodis
Optiniai elementai
IR Sviesos Saltinis

Baltos Sviesos Zaltinis

Operuojama vieta
Navikas

5 pav. Fluorescenciné diagnostika naviko riby nustatymui operacijos metu. Spalvota kamera
yra fiksuojamas bendras operuojamos vietos vaizdas. Panaudojus fluorescencinj daza
(pavyzdziui, indocianino zaligjj, kuris Sviecia IR srityje), gaunamas naviko fluorescencinis
vaizdas. Siuo metodu galima tiksliau nustatyti naviko ribas ir pagalinti navika operacijos metu.
Adaptuota pagal Borlan ir kt., 2021.
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Kaip ir FNT metu, taip ir fluorescencinés diagnostikos metu susiduriama
su tomis paciomis problemomis: FS kaupimasis navikiniame audinyje néra
pakankamai selektyvus (Sarbadhikary ir kt., 2021). Nanodalelés yra tiriamos
kaip fluorofory nesiklis, galintis padéti iSvengti difuzinio fluorescencinio dazo
pasiskirstymo visame organizme (Egloff-Juras ir kt., 2019; Borlan ir kt.,
2021). Kita vertus pacios nanodalelés yra tiriamos kaip potencialis
fluorescenciniai Zymenys (McHugh ir kt., 2018; Luo ir kt., 2021). Pastaruoju
metu ypa¢ daug démesio skiriama nanodaleléms, kurios yra suzadinamos ir
fotoliuminescuoja artimojoje infraraudonojoje srityje, t. y. audiniy optiniame
skaidrumo lange (Ong ir kt., 2021; Wang ir kt., 2021; Wang ir kt., 2021)

2.4. Audiniy optinio skaidrumo langas

Taikant fluorescencing diagnostika ir FNT, labai svarbu atsizvelgti |
audiniy pralaiduma Sviesai. Audiniuose ultravioleting (UV) Sviesg sugeria
baltymai, nukleoriigstys ir kitos biomolekulés, Sviesa regimojoje srityje
daugiausiai  sugeria chromoforai — hemoglobinas, melaninas, o
infraraudonojoje srityje — vanduo (6 pav.) (Lyons ir kt., 2013). Dél audiniy
sugerties regimoji Sviesa labai negiliai gali prasiskverbti j audinius. Ilgesniy
bangy Sviesa (nuo 650 nm) yra maziau sugeriama audiniy, dél sumazgéjusios
hemoglobino ir melanino sugerties. Nuo 1300 nm Zenkliai iSauga vandens
sugertis, taigi sumazéja ir Sviesos prasiskverbimas. Silpniausiai audiniy
komponenty sugeriama $viesos sritis yra nuo 650 nm iki 1300 nm, ji vadinama
»audiniy optinio skaidrumo langu”.

100~ Optinis skaidrumo langas
0 HbO
510}
= 4 .

: Melaninas

,g T~ Vanduo
=
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6 pav. Optinis audiniy skaidrumo langas — elektromagnetiniy bangy spektro sritis, kur sumazéja
audiniy sugertis. HbO2 — oksihemoglobinas, Hb — deoksihemoglobinas. Adaptuota pagal Lyons
ir kt., 2013.
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7 pav. Skirtingo bangos ilgio §viesos prasiskverbimo gylio j oda palyginimas. Adaptuota pagal
Wang ir kt., 2015.

Kadangi skirtingo bangos ilgio Sviesa nevienodai sugeriama audiniuose,
pasiskverbimo gylis j audinius taip pat priklauso nuo naudojamos Sviesos
bangos ilgio (7 pav.). Daugumai molekuliniy FS suzadinti reikalinga UV arba
meélyna Sviesa, kuri maziausiai prasiskverbia j audinius (apie 0,1 mm).
Didinant bangos ilgj Sviesos prasiskverbimo gylis didéja, kadangi mazéja
hemoglobino ir melanino sugertis (6 pav.). Raudonos $viesos prasiskverbimas
zenkliai padidéja lyginant su zalia ar mélyna Sviesa (7 pav.). Pavyzdziui,
650 nm spinduliuoté gali prasiskverbti iki 2,5 mm, 700 nm — jau iki 3,5 mm,
0 750 nm iki 5 mm (Wang ir kt., 2015). Dél to buvo dedama daug pastangy
kuriant FS, kuriy sugertis buity kuo labiau paslinkta j raudong pus¢. Antros
kartos FS turi intensyvias Q1 juostas raudonoje srityje bei pasizymi
fluorescencija, patenkancia j audiniy optinio skaidrumo langa (Sarbadhikary
ir kt, 2021). Taciau praktikoje, keliy milimetry S$viesos skvarba yra
pakankama tik pavirSiniy naviky diagnostikai ar terapijai. Tod¢l siekiama
kurti tokius FS, kurie buty optiskai aktyviis IR srityje. Chen ir kt. parodé, kad
980 nm spinduliuoté gali prasiskverbti 3,2 cm j audinj (Chen ir kt., 2012). Tuo
tarpu kitoje publikacijoje Hudson ir kt. parod¢, kad 980 nm spinduliuote
prasiskverbia 2,2 cm (j audinj $vie¢iant 1 W/cm?, 2,2 ¢cm gylyje fiksuojama
1 mW/cm?) (Hudson ir kt., 2013). Publikacijos autoriai taip pat parodé, kad
tokio paties galio tankio 808 nm lazerio spinduliuoté prasiskverbia iki 3,4 cm
(Hudson ir kt., 2013). Padidinus Zadinanc¢ios §viesos skvarba nuo keliy mm
iki keliy cm, biity galima pasiekti daugiau naviky ir praplésti fluorescencinés
diagnostikos bei FNT panaudojimo ribas. Tac¢iau tokio bangos ilgio $viesa jau
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turi nepakankamai energijos inicijuoti fotosensibilizacines reakcijas. Norint
pasiekti gilesnius audiniy sluoksnius neprarandant energijos, reikéty
»antenos® kuri sugerty zemos energijos Sviesg ir iSspinduliuoty didesnés
energijos Sviesg, tinkama FS suzadinimui. Tokia antena galéty biiti AKND,
kurios aptariamos tolimesniuose skyriuose.

2.5. Nanotechnologijos vézio teranostikai

Pastaraisiais metais daug démesio skiriama fotoliuminescuojan¢ioms
nanomedZziagoms, kurios kartu pasizymi ir fotosensibilizacinémis savybémis
bei jy tyrimams (8 pav. A). Tikimasi, kad tokios nanomedziagos padés jveikti
klasikiniy fotosensibilizatoriy trukumus, tokius kaip ribotas tirpumas
vandenyje, prastas fotostabilumas ir dél agregacijos mazéjantis aktyviy
deguonies formy generavimo efektyvumas (Tavakkoli Yaraki ir kt., 2022).

Suzadlnlmas Emisija Suzadlnlmas Emisija
: ND* FS*—_ _—10
/ 0, e > 2
IDGEES I ED
ND 305 ND ~fs—" 30,
Nanodalelé Nanodalelés ir fotosensibilizatoriaus kompleksas

8 pav. A — nanodalelé, po suzadinimo emituojanti $viesg ir generuojanti 'O2. B — nanodalelés
ir fotosensibilizatoriaus kompleksas kaip daugiafunkcé nanomedziaga, skirta vienu metu
fluorescenciniam vaizdinimui ir fotodinaminei terapijai. ND veikia kaip donoras, o FS — kaip
akceptorius energijos pernasoje. Adaptuota i§ Tavakkoli Yaraki ir kt., 2022.

Idéja panaudoti fotoliuminescuojancias nanodaleles kaip
fotosensibilizatorius kilo 2003 m., kai Samia ir kt. parodé, kad CdSe
kvantiniai taSkai generuoja ROS esant 488 nm suzadinimui; tatiau 'O,
generacijos kvantinis naSumas buvo mazesnis nei 5 %, todé¢l negaléjo
konkuruoti su porfiriny tipo FS efektyvumu (Samia ir kt., 2003). TiO- ir ZnO
nanodalelés taip pat buvo tiriamos kaip FS. Buvo parodyta, kad lgsteliy,
inkubuoty su TiO, ir ZnO nanodalelémis ir apsvitinty UV S§viesa,
gyvybingumas sumazéjo (Zhang ir kt., 2014). Kitoje publikacijoje buvo
parodyta, kad poréto silicio nanodalelés gali biiti panaudotos kaip FS. Siy
nanodaleliy 'O, susidarymo kvantinis naSumas vandenyje buvo 17 %, to
pakako sukelti citotoksinj poveikj HeLa ir NIH3T3 Igsteléms (Xiao ir kt.,
2011). Citratu stabilizuotos sferinés aukso nanodalelés (Au ND) (15 ir 46 nm
skersmens) generuoja 'O, kai yra $vitinamos $viesos bangos ilgiu plazmony
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rezonanso juostoje, tafiau jy kvantinis naSumas mazas (Chadwick ir kt.,
2016). Au NK taip pat tiriami kaip perspektyvus FS, pavyzdziui, glutationu
padengti Au NK efektyviai generuoja 'O,, kai yra Svitinami 800 nm
impulsiniu  lazeriu (Ho-Wu ir kt., 2017). Lyginant su jprastais
fotosensibilizatoriais, metaly nanoklasteriai pasizymi puikiu ROS generavimo
efektyvumu, geru tirpumu vandenyje ir puikiu fotostabilumu, todél turi didel;
potencialg kaip naujos kartos nano-fotosensibilizatoriai, skirti FNT
taikymams (Tavakkoli Yaraki ir kt., 2022). Apskritai, Au NK taikymas vézio
gydymui sulauké daug démesio (Cifuentes-Rius ir kt., 2021) ne tik FNT, bet
ir fototerminei terapijai (Higbee-Dempsey ir kt., 2019; Jiang ir kt., 2020),
radioterapijai (Kefayat ir kt., 2019; Samani ir kt., 2020) ir chemoterapijai, kai
Au NK panaudojamas kaip prieSvéziniy vaisty neSiklis (Govindaraju ir kt.,
2019; Latorre ir kt., 2019).

Nors pastaraisiais metais Au NK tyrimuose padaryta daug Zadanti pazanga,
reikéty paminéti, kad mélyng ir raudong Sviesg fotoliuminescuojantys Au NK
gali biiti nepraktiski kaip fluorescenciniai zymekliai klinikingje diagnostikoje,
kadangi jy suzadinimui naudojama trumpabangé Sviesa santykinai mazai
prasiskverbia j audinius.

FNT trikumus galima pasalinti ne tik ieSkant nanodaleliy, kurios atlikty
FS funkcija, bet ir sukiirus nanodaleliy ir fotosensibilizatoriy kompleksus
(ND-FS) (8 pav. B). Tokiu atveju suzadinta nanodalelé (ND) dalj energijos
perduoda FS, kuris dalyvauja 'O, susidarymo reakcijose. Tokie ND-FS
laikomi teranostinémis nanomedziagomis, kadangi ND atlieka diagnostine
funkcija, o FS teraping.

Nemazai tyrimy buvo atlikta su kvantiniy tasky ir Ces kompleksais.
2011 m. buvo pademonstruota, kad Ces jungiasi prie CdSe/ZnS kvantiniy
tasky padengty lipidiniu apvalkalu su iSorinémis karboksi- grupémis,
sudarydami stabily kompleksa, kuriame energija perneSama i§ kvantinio tasko
1 FS (Valancitnaité ir kt., 2011). Vélesni tyrimai parodé, kad tokie kompleksai
kaupiasi Zmogaus kasos vézinése lastelése ir gali bati naudojami
fototoksiniam poveikiui vézinéms lgsteléms sukelti (Steponkiene ir kt., 2014).
Galiausiai atlikus tyrimus su pelémis, buvo pademonstruota, kad $i sistema
gali buti panaudota véZzio diagnostikai ir terapijai in vivo (Dapkute ir kt.,
2021). CdSe/ZnS kvantiniy tasky ir Ces kompleksy tyrimai Zenkliai prisidéjo
pric fundamentinio proceso iStyrimo, taCiau praktinis pritaikymas
onkologijoje kol kas mazai tikétinas dél dviejy priezasCiy. Visy pirma,
kvantiniy tasky sudétyje esantis Cd yra sunkusis metalas, tad jei kvantinis
taskas organizme suirty, galimai sukelty toksinj poveikj visam organizmui.
Kita problema — kvantiniy tasky suzadinimui naudojama regimoji $viesa yra
nepakankamai skvarbi audiniuose.
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Pastaraisiais metais nemazai démesio mokslinéje literatiiroje skiriama
nanomedZziagy, kurios biity optiSkai aktyvios IR srityje, paieskai. Anksciau
minéti kvantiniai taskai (Skripka ir kt., 2021) ir aukso nanoklasteriai (Li ir kt.,
2021) taip pat gali pasizyméti liuminescencija IR srityje, priklausomai nuo
sudéties ir sintezes salygy. Tokios nanodalelés gali biiti pritaikomos optiniam
naviky vaizdinimui realiu laiku. Taciau liuminescencija IR srityje netinka FS
suzadinimui, taigi naudojant minétas nanodaleles nepavykty sudaryti
teranostiniy kompleksy. Idealus sprendimas biity turéti vieting anteng,
galinCig IR Sviesa paversti | didesnés energijos regimaja arba UV Sviesa.
Tokios antenos FS suzadinimui gali biiti retyjy Zemiy metalais legiruotos
apkonvertuojanéios nanodalelés. Sias nanodaleles galima suzadinti 980 nm
spinduliuote, taciau jos pasizymi emisija regimojoje spektro dalyje. Taigi
emituota UV spinduliuote galima panaudoti FS suzadinimui, o raudong —
diagnostikai.

Toliau detaliau nagrinéjami aukso nanoklasteriai ir retaisiais zemiy
metalais legiruotos nanodalelés, aptariamos jy savybés, privalumai bei
trukumai.

2.5.1. Baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai

Aukso nanoklasteriai yra itin mazi klasteriai nuo keliy iki 100 aukso
atomy, kuriy bendras skersmuo maZzesnis nei 2 nm. PrieSingai nei aukso
nanodalelés, kuriy skersmuo didesnis nei 2 nm, Au NK, kuriy dydis yra
artimas elektrono Fermi bangos ilgiui (~0,5 nm auksui), turi diskrecius
elektrony lygmenis ir savo optinémis savybémis tampa panasis |
fluorescuojancias molekules. Atsizvelgiant i tai, kad Au NK fotoliumines-
cuoja artimajame infraraudonyjy spinduliy diapazone nuo 650 nm iki 900 nm,
t.y. audiniy optinio skaidrumo lange, jie yra ypaC patrauklis vézio
diagnostikai. Be to, Au NK paprastai yra biologiskai suderinami, stabilesni
nei organiniai fluorescenciniai dazai, turi didelj Stokso poslinkj ir ilga
fluorescencijos gyvavimo laikg. Kei¢iant Au NK sintez¢je naudojamus
klasterj stabilizuojancius ligandus, galima iSgauti skirtingo dydzio ir jvairiais
bangos ilgiais fotoliuminescuojancius Au NK (van de Looij ir kt., 2022).

2009 m. J. Xie su kolegomis pirmieji susintetino ir aprasé aukso ir jaucio
serumo albumino nanoklasterius (JSA-AuNK) (Xie ir kt., 2009). Siy
nanodaleliy aukso klasteris sudarytas i§ 25 atomy, todél yra priskiriamas itin
mazoms aukso nanodaleléms. Jau¢io serumo albumino funkcija organizme
yra palaikyti pastovy kraujo pH ir osmosinj slégj, pernesti jvairias medziagas.
Sis baltymas pasizymi specifiniy ligandy prisijungimu (dél atlickamos
pernasos funkcijos), dél to yra tiriamas kaip galimas vaisty neSiklis. Be to,
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JSA lengvai iSskiriamas ir pigus, jis yra stabilus, dél to su juo lengva dirbti.
Dél $iy priezasCiy daugybé mokslininky naudoja JSA kurdami baltymines
sistemas (P. Khullar, 2012). JSA-Au NK pasizymi fotoliuminescencija
raudonoje spektro dalyje ir patenka i audiniy optinio skaidrumo langg
(650 — 1300 nm). D¢l to galima neinvaziniais optiniais metodais stebéti
nanodaleles organizme. Tai leisty stebéti vaisto neSiklio judéjima nuo
suleidimo vietos iki, pavyzdziui, naviko. Be to, Au NK biity galima naudoti
kaip fotoliuminescuojancius biozymenis vézio diagnostikoje.

Baltymais stabilizuoty Au NK sintezé yra laikoma zaligja biosinteze, nes
sintezés metu nenaudojamos pavojingos cheminés medziagos. Au NK
biosinteze galima atlikti ir gyvuose organizmuose arba biologinés kilmés
terpése. Wang ir kt. jrodé, kad vézio lastelés gali spontani§kai susintetinti
AuNK (Wang ir kt., 2013). Li ir kt. parodé, kad Au NK biosintezé yra
Jmanoma biologinése terpése, tokiose kaip kiausinio baltymas ir trynys, jaucio
embriono, pelés ar zmogaus kraujo serume (Li ir kt., 2015). Tokiu budu
susintetinti Au NK pasizymi fotoliuminescencija (FL) raudonojoje
633-663 nm bangos ilgiy srityje, kai yra suzadinami 470 nm bangos ilgio
Sviesa. Nors sintezei buvo naudotos terpés turincios skirtinga baltymy sudétj,
susintetinty Au NK spektrinés savybés buvo artimos JSA-Au NK spektrinéms
savybéms, tad autoriai padaré iSvada, kad albuminai atlieka pagrindinj
vaidmenj Au NK formavime sintezés metu (Li ir kt., 2015; Xie ir kt., 2009).
Véliau buvo apraSyta Au NK biosintezé bakterijy, augaly ir gryby
ekstraktuose (Ahmed ir kt., 2016; Tepale ir kt., 2019).

Biologinis suderinamumas ir organizmo atsakas j nanodaleles visada
buvo vienas svarbiausiy aspekty svarstant nanodaleliy pritaikymg klinikoje,
todél netoksisky nanomedziagy paieska yra svarbi kuriant teranostinius
nanovaistus. Auksas yra vienas i$ labiausiai biologiSkai suderinamy metaly,
naudojamy jvairiems medicinos prietaisams ir implantams (Demann ir kt.,
2005; Syburra ir kt., 2010); todél tikimasi, kad aukso nanodalelés bus
netoksiskos ir tinkamos biologiniam pritaikymui. Dél itin mazo dydzio
(<2 nm) ir lengvo modifikavimo biomolekulémis, Au NK yra laikomi ypac
biosuderinami. Kaip jau minéta, Au NK stabilizavimui pirmiausiai buvo
panaudotas JSA, taciau Siuo metu yra nemazai publikacijy, kuriose Au NK
sintezei naudojami jvairts kiti baltymai, tokie kaip lizocimas (Wei ir kt., 2010;
Chen ir Tseng, 2012), tripsinas (Kawasaki ir kt., 2011; Dixon ir Egusa, 2021),
ovalbuminas (Dixon ir Egusa, 2021), galvijy (Liu ir kt., 2011; Dixon ir Egusa,
2021) ir zmogaus (Ar ir kt., 2013) insulinas, zmogaus serumo albuminas
(ZSA) (Peralta ir kt., 2014; Russell ir kt., 2016; Chakraborty ir kt., 2021), taip
pat kraujo plazmos baltymai, tokie kaip fibrinogenas (Suo ir kt., 2019) arba
transferinas (Xavier ir kt., 2010; Le Guével ir kt., 2011) ir kiti (El-Sayed ir
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Schneider, 2020). Ankséiau minétas ZSA yra ypaé jdomus, nes jis yra
gausiausias baltymas zmogaus plazmoje ir sudaro mazdaug 60 % visy
plazmos baltymy. ZSA fiziologin¢ koncentracija kraujo plazmoje yra
35-50 g/l, o kity baltymy, tokiy kaip imunoglobulinai, fibrinogenas ir
transferinas, koncentracijos yra daug mazesnés (Kratz ir Elsadek, 2012).
Kadangi yra zinoma, kad Au NK galima stabilizuoti atskirais kraujo plazmos
baltymais, tikétina, kad biosintezg galima atlikti ir tiesiog kraujo plazmoje.
Taigi Au NK bty galima sintetinti individualiai kiekvieno paciento kraujo
plazmoje, tokiu budu personalizuojant nanovaistus vézio diagnostikai ir
gydymui bei maksimaliai sumazinant galimg Salutinj poveikj.

2.5.2. Aukso nanoklasteriy pritaikymas vézio teranostikai

Au NK pritaikymas medicinoje gali biiti ganétinai platus. Au NK
nagrinéjami kaip galimi vaizdinimo Zymenys, tiek fluorescencinéje
diagnostikoje, tiek kompiuteringje tomografijoje (Zhang ir kt., 2012),
prijungus papildomy ligandy — magnetinio rezonanso vaizdinimui (Han ir kt.,
2017; Xu ir kt., 2017) ar pozitrony emisijos tomografijai (Han ir kt., 2020;
Zheng ir kt., 2021). Au NK taip pat gali biiti pritaikyti ir multimodaliniam
vaizdinimui, t. y. biiti panaudoti keliems vaizdinimo metodams (He ir kt.,
2020; Zhang ir kt., 2022). Tai pat Au NK gali biiti panaudoti FNT,
fototerminei terapijai, tiksliam vaisty nuneSimui (van de Looij ir kt., 2022).
Au NK gali biiti naudojami ne tik vézio gydymui, taciau tiriami kaip priemoné
prie§ antibiotikams atsparias bakterijas, naudojami vakciny kiirime,
nagrinéjami kaip vaisto nesSiklis centrinés nervy sistemos sutrikimams gydyti
(van de Looij ir kt., 2022). Apjungus dvi ar daugiau Au NK panaudojimo
galimybes, galima sukurti teranosting platforma (9 pav.). Nors daugumoje
publikacijy tiriama viena Au NK funkcija, $i nanomedziaga ypatinga tuo, kad
net be papildomy modifikacijy yra tinkama kelioms funkcijoms atlikti.
Pastaraisiais metais pasirodé keletas publikacijy, kuriose baltymais
stabilizuoti Au NK nagrin¢jami kaip teranostiné platforma vézio diagnostikai
ir gydymui (van de Looij ir kt., 2022).

Au NK gali buti naudojami kaip diagnostinis Zymeklis ir chemoterapiniy
vaisty neSiklis. Pavyzdziui, Khandelia ir kt. tyré JSA-Au NK kaip vaisto
nesiklj priesvézinio vaisto doksorubicino perneSimui ir kartu kaip kontrasting
medziagg vienfotonio arba dvifotonio suzadinimo véZziniy lasteliy vaizdinime
(Khandelia ir kt., 2015). Naudojant dvifotonj Zadinimg galima atlikti
vaizdinimg IR srityje. Taip pat buvo nustatyta, kad vieni JSA-Au NK
nepasizymi citotoksiSkumu. Taciau juos konjugavus su doksorubicinu buvo
nustatyta, kad vézinése lastelése doksorubicinas yra atpalaiduojamas ir sukelia
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toksiSkuma, tiesa mazesnj, nei laisvas doksorubicinas. Tai gali biiti paaiskinta
nepilnu doksorubicino iSsiskyrimu per 36 val. inkubacijos laikg (Khandelia ir
kt., 2015).

Zhou ir kt. tyrime cisplatina, konjuguota su folio riig§timi, naudojama
kaip provaistas JSA-Au NK funkcionalizavimui (Zhou ir kt., 2016). Sios
chemoterapijos vaisty iSleidimas buvo pagristas redukcijos-oksidacijos
reakcijoms jautriu jungikliu, kuris sujungé cisplating su JSA-Au NK.
Straipsnio autoriai taip pat parodé JSA-Au NK fluorescencinj vaizdinimg ir
biologinj pasiskirstymg in vivo. Aptariamoje publikacijoje JSA-Au NK
efektyviai ir specifiSkai susikaupé navike, slopindami naviky augimg ir
metastazes plauciuose, minimaliai kaupdamiesi sveikuose organuose (Zhou ir
kt., 2016).

VEZYS
S
DIAGNOSTIKA 2~ =~ TERAPIJA
a @ Fototermine
) Fotoliuminescencija Fotosensibilizuota
- .. AUKSO Radiosensibilizuota
anotermometrija
NANOKLASTERIAK
0: _.__'Vaistq nunesimas
Baltymai
7o Antibakterinis
y i;t-j poveikis
¢
. . -
In vivo Peptidai Vakciny kirimas
multimodalinis
vaizdinimas RANOPTl KA Centrinés nervy
sistemos sutrikimai

9 pav. Au NK, padengty jvairiais stabilizuojanciais ligandais, pritaikymas diagnostikai ir
terapijai. Adaptuota pagal van de Loojj ir kt., 2022.

Han ir kt. pasirinko kitg strategija teranostinei sistemai sukurti: JSA
stabilizuotas gadolinio oksido ir aukso nanoklaseriy hibridas sukurtas kaip
multimodalinis vaizdinimo zymuo ir fotosensibilizatoriaus indocianino
zaliojo neSiklis (Han ir kt., 2017). Nanohibridas pasizymi biologiniu
suderinamumu ir gali padidinti magnetinio rezonanso ir rentgeno
kompiuterinés tomografijos kontrasta. Tuo tarpu integruotas Au NK ne tik
suteikia nanohibridui raudona fluorescencija, bet ir skatina 'O, susidarymg
Svitinant 808 nm lazerio spinduliuote. Indocianinas Zzaliasis suteikia
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nanohibridui IR fluorescencijos vaizdinimo galimybe ir pagerina jo
fotosensibilizacines savybes bei fototermines galimybes (Han ir kt., 2017).

Chen ir kt. i§tyré ZSA-Au NK su prijungtomis katalazés molekulémis bei
ju panaudojimg fluorescencinei diagnostikai ir FNT (Chen ir kt., 2018).
Naudojant IR Sviesg aktyvavimui (bangos ilgis 1064 nm, $vitinimo trukmé
20 min) minéti Au NK veiké kaip FS ir naviko tiiris reikSmingai sumazgjo,
lyginant su kontrole. Gydymas vien lazerio spinduliuote arba Au NK netur¢jo
jtakos naviko tiiriui (Chen ir kt., 2018).

2019 metais Luo ir kt. aprasé cisteino-tirozino-prostatos specifiniais
membranos antigenais padengtus Au NK kaip radiosensibilizatorius prostatos
vézio gydymui (Luo ir kt., 2019). Taip pat aprasyti Au NK pasizyméjo
fluorescencinémis savybémis (Azd/Ar. = 490/700 nm) vaizdinant in vitro bei
davé kontrasta kompiuterinés tomografijos vaizdinimo metu in vivo.
Biologinio pasiskirstymo pelése tyrimy metu buvo pastebétas greitas Au NK
pasiSalinimas per Slapimo Salinimo organus. /n vivo tyrimai parodé, kad
peléms, turinioms  prostatos  specifinius membranos antigenus
ekspresuojan¢iy naviky, naviko augimas buvo slopinamas daug efektyviau,
palyginti su Siy antigeny neturinciais navikais po intraveninés injekcijos.
Abiem atvejais, prac¢jus 18 dieny po 6 Gy Svitinimo dozés, naviko dydis
padidéjo atitinkamai 94 % ir 311 %, palyginti su kontrolinémis, kuriy navikas
isaugo iki 430 %. Sie rezultatai rodo, kad Au NK i§ tikryjy veikia kaip
radiosensibilizatoriai, o funkcionalizuojant jy pavirSiy su antikinais galimas
aktyvus nukreipimas j navikg (Luo ir kt., 2019).

Paminéti tik keli pavyzdziai, kaip baltymais stabilizuotus Au NK galima
pritaikyti vézio teranostikai. Tac¢iau $iuo metu tyrimy, kuriuose biity aprasytas
Au NK kaip FS panaudojimas FNT be papildomy ligandy prijungimo, néra.
Siame darbe aprasomi Au NK yra patys papraséiausi, be papildomy
molekuliy. Paprastesné sistema visada yra labiau pageidaujama, siekiant
pagreitinti ir supaprastinti sintezés procediirg, padaryti naujos kartos
preparatus labiau prieinamus pacientui.

2.5.3. Retyjy Zemiy metaly nanodalelés

Apkonversija yra netiesinés optikos procesas, kurio metu du ar daugiau
mazesnés energijos fotony yra sugeriami, o iSspinduliuojamas vienas
auksStesnés energijos fotonas. Apkonversijos procesui yra biidingas
anti-Stokso poslinkis: liuminescencijos spektras ir jo smailé yra pasislinke
sugerties spektro atzvilgiu j trumpabange pusg. Dél apkonversijos proceso,
medziagg galima suZadinti infraraudongjg spinduliuote ir registruoti

31



liuminescencijg regimojoje ar netgi UV srityje (Liu ir kt., 2013a). Jprastos ir
apkonversijos fotoliuminescencijos procesy palyginimas yra pateiktas 10 pav.

v A 4

Sensibilizatorius  Aktyvatorius

|prasta Apkonversijos
liuminescencija liuminescencija

10 pav. Iprastos ir apkonversijos fotoliuminescencijy  palyginimas. Iprastos
fotoliuminescencijos atveju sugeriamas vienas didesnés energijos fotonas (mélynas) ir
i§spinduliuojamas mazesnés energijos fotonas (zalias). Apkonversijos metu sugeriami keli
mazesnés energijos fotonai (raudoni) ir i§spinduliuojamas vienas didesnés energijos fotonas
(mélynas).

Dazniausiai apkonversijos procesas stebimas ir yra geriausiai iStirtas
medziagose, kurios savo sudétyje turi lantanoidy jony, ta¢iau pasireisSkia ir
pereinamyjy elementy sistemose bei retyjy Zemiy metaly/pereinamyjy
elementy kombinuotose medziagose. Retyjy Zemiy metalai — tai lantanoidy ir
aktinoidy serijos elementai. Gamtoje jie néra reti, taCiau taip pavadinti
istoriSkai dél sunkaus ir ilgo jy oksido gryninimo proceso. Retyjy zemiy
metaly unikalias savybes nulemia jy nevisiskai uzpildyti elektronais iSoriniai
atomy energijos lygmenys. Daugumos cheminiy elementy iSoriniai, toliausiai
nuo branduolio nutole atomy energijos lygmenys dazniausiai biina tusti.
Lantanoidy atveju kai kurie elektrony lygmenys, i$sidést¢ arciau branduolio
biina neuzpildyti elektronais. PavyzdZziui, lantanas 4f lygmenyje neturi né
vieno elektrono, bet auksStesni lygmenys — 5s, S5p, 6p — yra uZzpildyti
elektronais. Retyjy Zemiy metaly junginiuose 4f elektronai nedalyvauja
cheminiy rysiy sudaryme, rySius sudaro iSoriniai 5s ir 6p elektronai. Tokia
elektrony lygmeny uZpildos konfigtiracija smarkiai ekranuoja lantanoidy
vidinius lygmenis, todél retyjy zemiy metaly jonuose sugertis ir
liuminescencija vyksta ne tik elektrony Suoliy i§ aukS$ciausiy uzpildyty
elektronais lygmeny déka, kaip tai jprasta daugeliui atomy ir molekuliy, bet ir
del vidiniy elektrony f-f Suoliy (Chen ir kt., 2014).

Apkonvertuojancios nanodalelés (angl. upconversion nanoparticles) — tai
naujos kartos nanodalelés, kurios sugeria artimgja infraraudong Sviesa, o
i8spinduliuoja UV ir regimaja spinduliuote. Apkonvertuojan¢ios nanodalelés
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atsirado kaip alternatyva fluorescuojantiems Zymenims ir §iuo metu turi didelj
potencialg biiti pritaikytos Siuolaikiniuose biovaizdinimo ir biodetekcijos
metoduose tiek in vitro, tiek ir in vivo. Sios nanodalelés turi prana$umy pries
anksciau naudotus lasteliy dazus, kadangi jas suzadinanti Sviesa jsiskverbia
giliai ] audinius, o liuminescencija yra ryski bei intensyvi, be to nereikalauja
zadinimo kenksmingais UV spinduliais, yra chemiskai stabilios ir netoksiSkos
biologinése sistemose (Chen ir kt., 2014).

[ | e

E2 E2

El

Elf El El El

G Y G Guimd G G- G

1 jonas 1 jonas 2 jonas 1jonas 2jonas 3 jonas

Suzadintos blsenos Energijos pernasos Kooperacinio suzadinimo
sugertis apkonversija apkonversija

11 pav. Trys pagrindiniai Zemesnés energijos spinduliuotés konversijos j aukStesnés energijos
spinduliuot¢ mechanizmai. Adaptuota pagal Lu ir kt., 2022.

Lantanoidais  legiruotos  apkonvertuojancios nanostruktiiros gali
i§spinduliuoti didesnés energijos fotonus, sugerdamos du ar daugiau mazesnés
energijos suzadinimo fotonus. I$skiriami trys pagrindiniai Zemesnés energijos
spinduliuotés konversijos i aukstesnés energijos spinduliuot¢ mechanizmai,
t. y. suzadintos buisenos sugerties (angl. excited state absorption), energijos
pernasos apkonversijos (angl. energy transfer upconversion) ir kooperacinio
suzadinimo apkonversijos (angl. cooperative sensitization upconversion) (11
pav.). Suzadintos biisenos sugerties proceso metu jonas suzadinamas
pakopiniu budu, t. y. vyksta elektrony Suoliai i§ jo pagrindinés biisenos G
(angl. ground state — G) | pirmajj suzadintg lygmenj E1, sugeriant pirma
fotong; tuomet nuosekliai sugeriant antrg fotong elektronai perSoka j antrajj
suzadintg energijos lygmenj E2. Jonas negali ilgai uzsibiiti suZadintoje
energijos blsenoje, todél stengiasi grjzti | pagrinding biseng,
iSspindulivodamas didesnés energijos fotong. Skirtingai nuo suzadintos
biisenos sugerties proceso, kurj sudaro vienas lantanoidy jonas, energijos
perdavimo apkonversijos procese dalyvauja du jonai — sensibilizatorius ir
aktyvatorius. Pirma, fotonas suzadina 1-3ji jona (sensibilizatoriy) nuo
pagrindinés biisenos G iki pirmojo energijos lygmens El. Tada energija
perduodama j 2-3jj jong (aktyvatoriy), o 2-asis jonas pakeliamas iki pirmojo
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energijos lygmens El, o sensibilizatorius grjzta j pradine bisena G. Sis
procesas vyksta antra karta, kad aktyvatorius biity suzadintas ] antrajj
energijos lygmenj E2. Aktyvatorius galiausiai iSspinduliuoja didesnés
energijos fotong. Kooperacinio suzadinimo apkonversija apima tris jony
centrus, kuriuose 1-asis ir 3-iasis jonai suzadinami iki pirmojo energijos
lygmens El, sugeriant fotong. Tada jie vienu metu perduoda savo sukaupta
energija 2-jam jonui, suzadindami jj iki antrojo energijos lygmens E2.
Didesnés energijos fotonas iSspinduliuojamas, kai suzadintas 2-asis jonas
grizta j pradine biiseng G.

Apkonvertuojancios nanodalelés paprastai yra sudarytos i§ trijy
komponenty: pagrindinés matricos, sensibilizatoriaus ir aktyvatoriaus.
Pagrindiné matrica yra optiSkai skaidrus kristalas, kuriame yra jterpti
sensibilizatorius ir aktyvatorius. Pagrindiné matrica yra parenkama tokia, kad
nesugerty Sviesos plaCiame spektro diapazone, pasizyméty maza fonony
energija, biity mechaniskai ir chemiskai atspari terpés bei Sviesos poveikiui.
Uz nanodalelése vykstanCia apkonversija yra atsakingi aktyvatoriai —
dazniausiai lantanoidy jonai. Aktyvatoriais nanodalelése gali biti tie
lantanoidai, kurie turi sudétingas energijos lygmeny diagramas.
Sensibilizatoriai yra naudojami nanodaleliy emisijos kvantinio naSumo
pagerinimui. Sensibilizatorius gali biiti suzadinamas visai kitu bangos ilgiu,
nei aktyvatorius. Kaip sensibilizatoriai yra parenkami jonai, turintys paprasta
lygmeny diagramg ir galintys suzadinimo energijg perduoti aktyvatoriui.
Taigi, sensibilizatorius yra suzadinimas spinduliuotés ir perduoda energija
aktyvatoriui, kuris energija iSspinduliuoja Sviesos kvanto pavidalu.
Aktyvatorius yra apkonvertuojancios nanodalelés liuminescencijos centras,
tuo tarpu sensibilizatorius uZtikrina apkonversijos liuminescencijos
efektyvuma (Chen ir kt., 2014).

Tinkamos pagrindinés matricos parinkimas yra svarbus zingsnis siekiant
sukurti kuo didesnio efektyvumo AKND. Netinkamai parinkta pagrindiné
matrica lemia nespindulinj energijos praradimg, o kartu ir apkonversijos
emisijos  efektyvumo  sumazgjimg.  Tarp  daugybés  skirtingy
apkonvertuojan¢iy nanodaleliy matricy, fluoridai laikomi tinkamiausi,
kadangi jie yra chemiskai stabillis ir turi labai zemas fonony energijas.
Yb¥/Er** ir Yb*'/Tm?* jonais legiruotos NaYFs nanodalelés yra laikomos
efektyviausiomis apkonvertuojan¢iomis nanodalelémis, pasizyminc¢iomis
emisija regimajame spektriniame diapazone (Chen ir kt., 2014). NaYF4 kaip
pagrindiné matrica yra viena dazniausiai naudojamy, taciau pastaruoju metu
susintetinti AKND, kurios emituoty UV Sviesa. Taciau prie§ kelis metus
pasirodé straipsniai apie Tm*"/Yb*" jonais legiruotas LiYFs nanodaleles,
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kurios Zadinamos 980 nm spinduliuote pasizymi stipria emisija tick UV, tick
regimojoje bei infraraudonojoje spektro srityje (Mahalingam ir kt., 2009;
Wang ir kt., 2010). Taigi LiYF4 matricos panaudojimas atveria naujas optines
galimybes apkonvertuojanc¢iy nanodaleliy sintezéje. Kita vertus, dazniausiai
LiYF4+:Tm*, Yb* nanodaleliy gaunamas dydis po sintezés yra didesnis nei
80 nm, o tai Siek tiek riboja jy galima pritaikyma in vivo, kur dydis nulemia ar
nanodalelé pateks j lastelés vidy (Barua ir Mitragotri, 2014). Dydzio
sumazinimas LiYF4 matricos atveju nulemia maZesni nanodaleliy
apkonversijos emisijos kvantinj nasuma. D¢l to vis dar aktualus islicka
apkonvertuojanciy nanodaleliy sintezés protokoly tobulinimas ir jvairiy
matricy paieSka. Parinkus tinkama sintezés strategija galima susintetinti
mazesnes nei 20 nm LiYF4:Tm**, Yb*" nanodaleles (Cheng ir kt., 2018).

439 nm 540 nm 543 nm 650 660
nm nm
410 nm 450 nm 474 nm 694 nm

Ho
Tm Er Tm
Er Tm 41 nm 615 nm
L Eu

| |
400 nm 500 nm 586 nm 00 nm 700 nm

T 690 nm
530 nm b Eu

Er 591 nm
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12 pav. Apkonvertuojanciy nanodaleliy emisijos juostos priklausomai nuo naudojamy
aktyvatoriy jony. Adaptuota pagal Lu ir kt., 2022.

Apkonvertuojanciy nanodaleliy sensibilizatoriai ir aktyvatoriai biina
lantanoidy jonai, kuriy energijos lygmeny sistema primena kopécias. Jei
nanodalelés legiravimui yra naudojamas tik vienas jonas (aktyvatorius),
apkonversijos emisija daznai biina neefektyvi dél maZesnio sugerties
efektyvumo ir kryzminés relaksacijos. Siekiant padidinti lantanoidais
legiruoty nanodaleliy sugertj, kartu su aktyvatoriumi daznai papildomai
naudojami sensibilizatoriai, kurie stipriai sugeria suzadinimo energijg ir
uztikrina efektyvy energijos perdavimg aktyvatoriui. Renkantis aktyvatorius
ir sensibilizatorius svarbu atsizvelgti j Siy elementy energijos lygmeny
sistemas bei galimus Suolius. Apskritai, visi trivalenciai retyjy zemiy metaly
jonai pasizymi panaSiomis cheminémis savybémis. Be to, jy neorganiniai
junginiai yra puikios matricos apkonvertuojan¢ioms nanodaleléms.
Trivalentis Yb*" jonas, turintis itin paprasta energijos lygiy schemg, yra
tinkamas  apkonvertuojan¢iy  nanodaleliy  sensibilizatorius.  Tokios
nanodalelés, kuriy sensibilizatoriumi yra pasirinktas Yb*" jonas bus
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suzadinamos 980 nm spinduliuote. Taip pat kaip sensibilizatorius gali biti
naudojamas ir Nd**, tada nanodalelés yra suzadinamos 800 nm spinduliuote
(Zhan ir kt., 2016). Dauguma retyjy zemiy metaly jony (iSskyrus La**, Ce*",
Yb** ir Lu*" jonus) turi daugiau nei vieng suzadinimo lygmenj ir todél yra
naudojami kaip apkonvertuojan¢iy nanodaleliy aktyvatoriai. Dazniausiai
naudojami aktyvatoriai yra Er’**, Tm*" ir Ho*" jonai (Chen ir kt., 2014).
Priklausomai nuo pasirinkty aktyvatoriy, apkonvertuojancios nanodalelés
emituos Sviesg ties skirtingais bangos ilgiais. 12 pav. yra pateikta schema, ties
kokiais bangos ilgiais emisija pasizymi Er**, Tm*", Tb*", Eu*" arba Ho*
legiruotos nanodalelés.

2.5.4. Apkonvertuojanciy nanodaleliy ir FS kompleksai

Sensibilizuotos fluorescencinés diagnostikos metu vienas didziausiy
trukdziy yra audiniy savitoji fluorescencija. Dauguma Siuo metu naudojamy
sensibilizatoriy yra suzadinami toje pacioje spektringje srityje, kur gerai
sugeria biomolekulés, todél registruojant sensibilizatoriaus signalg matoma ir
audinio savitoji fluorescencija (13 pav. A). Tikslas yra rasti fluorescuojantj
Zymenj, kuris kuo labiau i$siskirty i§ autofluorescencijos signalo. Siuo atveju
AKND turi pranasumg atliekant vaizdinima in vivo. AKND generuoja
apkonversijos emisijg regimojoje srityje, kai yra zadinamos IR spinduliuote.
Zadinant biologinj audinj IR spinduliuote, endogeniniai fluoroforai néra
suzadinami ir savitoji fluorescencija nestebima (13 pav. B) Kitos AKND
savybés, tokios kaip rySkios emisijos juostos, didelis atsparumas
fotoblySkimui, ilgas emisijos gyvavimo laikas (~ ms), mazas toksiSkumas,
taip pat yra tinkamos jy pritaikymui fluorescencinei diagnostikai (Cheng ir kt.,
2018).

Kita vertus, retyjy Zemiy metaly nanodaleliy sintezés metu galima jterpti
jonus, kurie leisty atlikti diagnostinj vaizdinima kitais metodais. Pavyzdziui,
kai kuriy retyjy zemiy metaly jony (Gd**, Nd**, Dy*") jterpimas leidZia gauti
MRT signalg. Be to, Nd*" jony jterpimas leidzia gauti emisijg IR srityje ir
atlikti fluorescencing diagnostika IR srityje, kas taip pat praplecia retyjy zemiy
metaly nanodaleliy pritaikymg diagnostikai. Panaudojus $iy nanodaleliy
fluorescencines ir magnetines savybes galima sukurti multimodalinius vézio
zymenis, kuriuos galima naudoti dviem skirtingiems diagnostikos metodams:
fluorescencinés diagnostikos ir MRT (Zhao ir kt., 2021).

Siuo metu néra duomeny, kad pacios apkonvertuojanéios nanodalelés
galéty biti naudojamos kaip prieSvézinis vaistas ar generuoty aktyvias
deguonies formas. Todél siekiant gauti prieSvézinj poveikj reikia prie jy
pavirSiaus prijungti FS. FS pasizymi efektyviu aktyviy deguonies formy
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generavimu, taciau jy suzadinimui reikalinga UV ir regimoji Sviesa yra mazai
skvarbi audiniuose. AKND suzadinamos IR spinduliuote ir pacios emituoja
regimaja Sviesa, kuri yra tinkama FS suzadinimui. Taigi, galima panaudoti
AKND kaip anteng IR Sviesos surinkimui ir konvertavimui j regimaja Sviesa
bei lokaliai suzadinti FS, jau naviko viduje. Tam reikia sukurti efektyviai
veikian¢ius AKND ir FS kompleksus.
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13 pav. Fluorescuojanéiy nanodaleliy (A) ir apkonvertuojanciy nanodaleliy (B) energiniy
Suoliy bei zadinimo ir emisijos spektry palyginimas. Adaptuota pagal Jarockyte ir kt., 2020.

2011 m. pasirodé pirmasis straipsnis, kuriame Wang ir kt. pirmieji
pademonstravo, kad NaYF4Yb,Er apkonvertuojancios nanodalelés (toliau
trumpinama — NaYF4) ir fotosensibilizatoriaus Ces kompleksg galima
panaudoti FNT (Wang ir kt., 2011). Prie NaYF4:Yb,Er nanodaleliy, padengty
polietilenglikoliu, buvo prijungtas Ces. Pademonstruota, kad zadinant 980 nm
apkonvertoriaus ir FS kompleksas generuoja singuletinj deguonj. Wang it kt.
atliko tyrimus su lgstelémis ir nustate, kad NaYF4-Ces kompleksas kaupiasi
HeLa Zzmogaus gimdos kaklelio vézinése lastelése. Taip pat atlike MTT
lasteliy gyvybingumo tyrima, nustaté, kad veikiant 4T1 pelés krities vézines
lasteles NaYFs-Ces kompleksu, didesne nei 0,1 mg/ml koncentracija, ir
980 nm lazerio spinduliuote, lgsteliy gyvybingumas Zenkliai sumazéja (14
pav. A). Taip pat buvo parodyta, kad sukurta sistema veikia ne tik in vitro, bet
ir in vivo atliekant tyrimus su Balb/c pelémis. Tirtoms peléms buvo jskiepyti
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ir i8auginti 4T1 Iasteliy navikai. Véliau buvo suleidZziama NaYF4-Ces arba
fiziologinio tirpalo ir laikoma tamsoje arba 30 min veikiama 980 nm lazerio
spinduliuote (galios tankis 0,5 W/cm?). Tyrimo rezultatai parodé, kad naviky
tiris po FNT su NaYF4-Ces sumazéjo (14 pav. B). Tuo tarpu, kontroliniai
navikai greiciau augo ir po dviejy savaiciy pelés pradéjo kristi. Navikai, kurie
buvo pilnai sunaikinti FNT metu nebesusiformavo i§ naujo ir pelés iSgyveno
ilgiau nei 60 dieny po gydymo. Taciau navikai, kurie dalinai buvo pazeisti,
bet ne sunaikinti, po kurio laiko ataugo ir pelés iSgyveno 32-42 dienas.
Straipsnyje pateikiami histologiniai tyrimai, kurie parodo, kad NaYF4-Ces
kompleksas pasiSalina i$ pelés organizmo per 1-2 ménesius, nesukeldamas
Salutinio poveikio. Sékmingas NaYFs-Ces komplekso panaudojimas FNT
paskatino mokslininkus toliau kurti naujus junginius bei tirti juos jvairiose
lasteliy linijose.
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14 pav. A) FNT efektyvumo tyrimas in vitro. 4T1 pelés krities vézinés lastelés buvo
inkubuojamos su NaYFs-Ces kompleksu, dalis lasteliy buvo veikiamos 980 nm lazerio
spinduliuote, kita grupé buvo laikoma tamsoje. Tada buvo atliekamas MTT Ilasteliy
gyvybingumo tyrimas. B) FNT efektyvumo tyrimas in vivo. Buvo tiriamos 4 grupés, pelés su
iskiepytais 4T1 lasteliy navikais, kiekvienoje grupéje po 10 peliy: j navika suleista fiziologinis
tirpalas arba NaYFs-Ces kompleksas, §vitinta 980 nm lazeriu arba nesvitinta. Matome, kad
atliekant FNT su NaYF4-Ces kompleksu naviky augimas yra stabdomas. Adaptuota pagal Wang
ir kt., 2011a.
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Siuo metu yra nemazai publikacijy, kuriose naudojamos batent AKND-FS
kompleksai vézio teranostikai (Lu ir kt., 2022; Valle ir kt., 2022). Dazniausiai
pasirenkama NaYF; matricos AKND, legiruotos sensibilizatoriumi Yb** ir
aktyvatoriumi Er**/Tm*"/Ho** (Valle ir kt., 2022). Tokios nanodalelés
pasizymi intensyvia emisija regimojoje srityje, todél yra tinkamos FS
suzadinimui. Kai kuriais atvejais AKND papildomai legiruojamos Gd**
jonais, kuriami multimodaliniai diagnostikos zymenys (Lu ir kt., 2022). IS FS
dazniausiai naudojami Ces, cinko ftalocianinas, metileno mélis, bengalijos
rozé, merocianinas 540 (Valle ir kt., 2022). Kuriant AKND-FS kompleksa,
abi medziagos parenkamos taip, kad AKND emisijos spektras kuo geriau
persikloty su FS sugerties spektru.

Absoliuti dauguma tyrimy, kuriuose teranostikai naudotas AKND-FS
kompleksas, naudoja viena bangos ilgj tiek diagnostikai, tiek terapijai.
Vadinasi abu procesai vyksta vienu metu ir vaizdinant navika jau yra
pradedama FNT. Norint atskirti diagnostika ir terapija, reikia susintetinti keliy
sluoksniy AKND, kuriy kiekvienas sluoksnis biity atsakingas uz kita funkcija
(15 pav.). Siame darbe bitent tokios AKND naudojamos — trijy arba keturiy
sluoksniy, kuriose diagnostiné ir terapinés funkcijos ,,jjungiamos® skirtingais
bangos ilgiais.

A Vienasluoksnes nanodaleles B Daugiasluoksnés nanodalelés

980 n& 980 r} ‘<\ 793 nm/806 nm

uv raudona-NIR uv NIR
d ) d L
terapija diagnostika terapija diagnostika
Diagnostika ir Diagnostika ir gydymas
gydymas vyksta kartu vyksta atskirai

15 pav. Vienasluoksniy retyjy zemiy metaly nanodaleliy (A) ir daugiasluoksniy nanodaleliy
(B) palyginimas. Vienasluoksnés nanodalelés suzadinamos vienu bangos ilgiu ir jy emisija
naudojamas tiek diagnostikai, tiek terapijai vienu metu. Daugiasluoksniy nanodaleliy
kiekvienas sluoksnis atlieka skirtinga funkcija ir yra suzadinamas skirtingu bangos ilgiu.
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2.6. Nanodaleliy pristatymas j navika

Ivairiy nanodaleliy susikaupimas ir pasiskirstymas vézinése lastelése in
vitro yra gan gerai iStirtas. Nanodalelés j lasteles patenka aktyviosios arba
pasyviosios pernasos biidu (16 pav.). Pasyviosios pernasos budu j lasteles gali
patekti tik itin maZos nanodalelés (vos keliy nanometry), kurios gali
prasiskverbti pro plazming membrang difuzijos bidu. Dauguma nanodaleliy i
lasteles patenka aktyviosios pernasos budu. Pagrindiniai aktyviosios pernasos
nanodaleliy patekimo j lasteles biidai yra fagocitoze, nuo klatrino priklausoma
endocitozé, nuo kaveolino priklausoma endocitozé, nuo klatrino ir kaveolino
nepriklausoma endocitozé bei makropinocitozé (Qu ir kt., 2013; Behzadi ir
kt., 2017). Siuo metu yra zinoma, kad ND patekimo j lasteles mechanizma
nulemia nanodaleliy dydis, forma, pavirSiaus padengimas, krivis (Panzarini
ir kt., 2018). Nanodaleliy patekimo biidas priklausys nuo ne tik nuo paciy
nanodaleliy dydzio, padengimo bet ir nuo to, koks baltymy vainikas susidarys
ant ND pavirSiaus joms sgveikaujant su baltymine mitybine terpe arba kraujo
plazmos baltymais (Voronovic ir kt., 2021). Be to, ND patekimo j lasteles
budas priklauso ir nuo paciy lasteliy membranos receptoriy, todél tos pacios
nanodalelés i skirtingas lasteles gali patekti skirtingais biidais (Voronovic ir
kt., 2021).
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16 pav. Nanodaleliy patekimo j lasteles budai yra skirstomi j aktyviaja ir pasyviaja pernasa.
Aktyvioji pernasa smulkiau yra skirstoma j fagocitozg, makropinocitoze, nuo klatrino
priklausoma endocitoze, nuo kaveolino priklausoma endocitoze, nuo kaveolino ir klatrino
nepriklausoma endocitozg. Pasyviaja pernasa laikoma difuzija ir kiti pernaSos mechanizmai,
kuriy metu néra naudojama energija. Adaptuota pagal Qu ir kt., 2013.
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17 pav. Nanodaleliy pasiskirstyma organizme nulemia jy dydis, forma, pavir§iaus padengimas.
Priklausomai nuo $iy parametry nanodalelés gali buti linkusios nespecifiSkai susikaupti
plauciuose, kepenyse, bluznyje arba gali biti isfiltruotos inkstuose ir pasalintos per Slapimo
$alinimo sistema. Adaptuota pagal Rawal ir kt., 2019.

Inkstai

Nors modelinése sistemose in vitro nanodaleliy patekimo mechanizmai
nemazai tyrinéti, nanodaleliy judéjimas ir pasiskirstymas organizmo lygyje
vis dar islieka aktuali tyrimy problema. Apibendrinus pastaryjy mety tyrimus,
galima teigti, kad ND pasiskirstymas in vivo priklauso nuo nanodaleliy
dydzio, formos, pavirSiaus padengimo (Pearce ir O’Reilly, 2019; Rawal ir kt.,
2019). ND dydis yra vienas svarbiausiy veiksniy. Remiantis literattra,
dabartinémis Ziniomis, mazesnés nei 5 nm nanodalelés yra pasalinamos per
Slapimo Salinimo sistemg, o didesné nei 200 nm susikaupia kepenyse ir
bluznyje. Be to, buvo pastebéta, kad mazesnés nei 100 nm ND pasidengia
mazesniu kiekiu kraujo serumo baltymy opsoniny ir ilgiau cirkuliuoja
kraujotakoje. Taigi optimaliausias ND dydis yra nuo 5 nm iki 100 nm.
Kalbant apie nanodaleliy pavirSiaus padengima, sunkiau pasakyti koks biity
optimaliausias pavir§ius geriausiam susikaupimui. Neigiamo kriivio
pavirSiaus padengimas gali sumazinti nespecifinj susikaupimg kepenyse ir
bluznyje. Hidrofobinis ND pavir$ius padidina serumo baltymy prisijungima ir
greitesnj ND pasalinimg i§ kraujotakos. Kita vertus, hidrofobinis pavirSius
pagerina ND patekima ] lgsteles, dél jungimosi prie plazminés membranos.
Didelio tankio polietilenglikolio pavirSiaus dangalai atstumia opsoninus ir
pailgina cirkuliacijg kraujyje, tac¢iau kartu ir sumazina susikaupimg lastelése.
Taigi tenka balansuoti tarp geresnio patekimo j lasteles ir ilgesnés cirkuliacijos
kraujyje. Galiausiai fizikinés ir cheminés savybés lemia ne tik ND patekimg
i§ kraujotakos i navika, bet ir judéjima naviko tarplasteline terpe ir
jsiskverbimg j vézines lgsteles (Pearce ir O’Reilly, 2019; Rawal ir kt., 2019).

Ilga laikg buvo laikomasi nuomonés, kad nanodalelés pasyviai susikaups
navike dél poréty kraujagysliy ir neiSvystytos limfinés sistemos (Hashizume
ir kt., 2000; Jain ir Stylianopoulos, 2010). Literatiiroje §is reiskinys vadinamas
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padidinto pralaidumo ir sulaikymo efektu (angl. enhanced permeability and
retention effect) ir laikomas pagrindine vézio nanomedicinos paradigma.
Taciau pastaraisiais metais vis pasirodo publikacijy, kuriose diskutuojama,
kad visgi pasyvus nanodaleliy susikaupimas navike néra toks efektyvus kaip
buvo tikétasi (Dai ir kt., 2018; Sindhwani ir kt., 2020).

Dai ir kt. tyré 15 nm, 55 nm ir 100 nm dydzio aukso nanodaleliy pasyvy
ir aktyvy patekimg j navikus po intraveninio suleidimo. Visos Au ND buvo
padengtos polietilenglikoliu bei prijungtu fluorescenciniu dazu, o siekiant
istirti aktyvy pernesima, dalis ND buvo modifikuotos monokloniniu antikiinu
trastuzumabu, kuris jungiasi prie krities ir kiauSidziy navikiniy lgsteliy
pavirSiaus receptoriy ir yra patvirtintas naudojimui klinikai. Kaip modelinis
organizmas buvo pasirinktos CD-1 plikos pelés su jskiepytu zmogaus
kiausidziy naviku (jskiepytos Zzmogaus kasos vézinés lasteleés SKOV-3). Au
ND buvo leidziamos j kraujotakg. Praéjus 24 val. po suleidimo visas navikas
buvo iSpjaunamas ir mechaniskai bei fermentiskai suskaidomas j pavieniy
lasteliy suspensija. Véziniy lasteliy ir makrofagy populiacijos buvo pazymétos
antik@inais, o nepazymétos naviko lgstelés buvo priskirtos kity Iasteliy
kategorijai. Supernatantas po centrifugavimo buvo priskirtas tarplasteliniam
naviko turiniui. Tada naviko Igstelés buvo suriiSiuotos | atskiras populiacijas
naudojant fluorescencijos aktyvuota lgsteliy rusiavimg (angl. fluorescence-
activated cell sorting), o véliau kiekvienai populiacijai buvo atlikta kiekybiné
aukso kiekio nustatymo analizé, induktyviai susietos plazmos maseés
spektrometrijos (angl. inductively coupled plasma—mass spectrometry)
metodu. Tyrimy rezultatai parodé, kad tik 0,7 % 1 kraujotaka suleisty
monokloniniu antikiinu trastuzumabu modifikuoty nanodaleliy pasiekia
navika, o dé¢l naviko heterogeniskumo véZines lasteles pasiekia tik 0,0014 %
1§ sistemiskai suleisty nanodaleliy. Pasyviai j navikg prasiskverbé dar maziau
nanodaleliy, o 100 nm Au ND nemodifikuotos antikiinais ] véZines lgsteles
nepateko visai. Publikacijos autoriai nustaté, kad nanodalelés uzstrigo
tarplasteliniame uzpilde bei buvo ,,iSgaudytos navike esanciy makrofagy
(Dai ir kt., 2018).

Véliau ta pati mokslininky grupé tyré pasyvy nanodaleliy patekimg j
navikus per kraujagysliy poras. Atlike tyrimus padaré iSvada, kad labai
nedidelis kiekis nanodaleliy j navikag patenka pasyviai dél padidinto
pralaidumo ir sulaikymo efekto, o didzioji dalis nanodaleliy j navikus patenka
aktyviosios pernasos, vykstancios kraujagysliy endotelio lgstelése, metu
(Sindhwani ir kt.,, 2020). Vaisty ir nanodaleliy pasyvus patekimas i$
kraujotakos ] navikg priklauso nuo medziagos dydzio. Autoriai tyré
chemoterapinio vaisto cisplatinos (300 Da) bei 50 nm ir 100 nm dydziy
Au ND susikaupimg navikuose, jskiepytuose pelése. Kontrolinei peliy grupei
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]I kraujotakg suleistos medziagos navike susikaupé tiek aktyviosios, tiek
pasyviosios pernasos metu. Kita peliy grupé pries pradedant tyrimus buvo
fiksuojama suleidziant  Sirdj 4 % formaldehido ir 0,5 % gliutaraldehido
tirpalg. Tyrimo metu Sios grupés peliy kraujotaka buvo dirbtinai varinéjama.
Tokiu biidu buvo iSjungiama aktyvioji pernasa ir paliktas tik pasyvus
medziagy prasiskverbimas pro kraujagysliy poras. Tyrimy metu buvo
nustatyta, kad 35 % cisplatinos, susikaupusio navike, j vézines Igsteles pateko
dél kraujagysliy pory. Atlikus analogiska tyrima su 50 nm dydzio Au ND,
nustatyta, kad tik 3 % Au ND pateko pasyviai | navika, o0 97 % — aktyviosios
pernasos metu. Tuo tarpu tiriant 100 nm dydzio Au ND patekima, nustatyta,
kad tokiy nanodaleliy 25 % patenka per porétas kraujagysles. Taigi pasyvus
susikaupimas navike priklauso nuo jvairiy parametry, vienas jy ND dydis, ir
gali lemti 3-25 % viso ND susikaupimo navike (Sindhwani ir kt., 2020).
Papildomai publikacijos autoriai iStyré pelése jskiepyty ir onkologiniy
pacienty pooperaciniy naviky kraujagysles. Tyrimai parodo, kad tick Zmoniy,
tiek eksperimentiniy gyviiny naviky kraujagyslés yra panaSios ir yra
sandarios, o poros kraujagyslése pasitaiko retai (Sindhwani ir kt., 2020).

Nanodaleliy patekima j véZines lasteles galima pagerinti prie jy prijungus
specifinius ligandus ar antikiinus, prie$ véziniy lasteliy membranose esancius
receptorius ar antigenus (Pearce ir O’Reilly, 2019). Paprastai kaip taikinys
parenkamos biomolekulés, kurios biidingos tik vézZinéms lasteléms arba jose
yra zenkliai labiau iSreikStas nei sveikuose audiniuose. Kai ND prisijungia
prie vézines lastelés membranos, ji patenka j lastele endocitozés biidu. ND
gali biiti nukreiptos nebiitinai pries véZines lgsteles, o pavyzdziui, pries naviko
kraujagysliy lasteles, tokiu biidu pagerinant ND susikaupimg navike.
Daugelyje pastarojo deSimtmecio publikacijy aprasomas nanodaleliy
funkcionalizavimas su tiksliniais ligandais ir jy veiksmingumo vertinimas iki
klinikiniuose modeliuose, taciau dalis tokiy tyrimy jau pasieké ir klinika.
ikapsuliuotas klinikoje naudojamas prie§vézinis vaistas, o liposomos pavirsius
modifikuotas ligandais ar antikiinais (Pearce ir O’Reilly, 2019).

Nepaisant pazangos, vis dar susiduriama su i$Siikiais siekiant tikslingai
nunesti nanodaleles j navika. Visy pirma, nanodaleléms patekus j kraujotaka
jos pirmiausia sgveikauja su kraujo serumo baltymais, susidaro baltymy
vainikas, kuris turi daugiau jtakos ND patekimui j vézines Igsteles, nei ND
pavirsiaus padengimas (Voronovic ir kt., 2021). ND pavirSiaus modifikavimas
atsizvelgti | daugelj parametry, kurie gali lemti ND ir biomolekuliy sgveika
organizme (Khalili ir kt., 2022). Kita islickanti didel¢ problema, apsunkinanti
apskritai visy nanodariniy pritaikyma klinikoje, yra funkcionalizuoty
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nanodariniy masiné gamyba bei paruosty preparaty homogeniSkumas. Netgi
nedideli gamybos procesy svyravimai gali sudaryti visiskai skirtingus
produktus, todél labai svarbu sukurti procesus, skirtus nuosekliam ir tiksliam
sintezés mastelio padidinimui ankstyvose tyrimy stadijose, kad biity iSvengta
nesékmiy priartéjus prie taikymo klinikoje (Pearce ir O’Reilly, 2019).

2.7. Mezenchiminés kamieninés lastelés

Naviko heterogeniskumas, kurj nulemia greitas ir netolygus naviko
augimas, tankus tarplastelinis uzpildas, pakites tarplastelinio skyscio slégis,
atsirandantis dél netolygios angiogenezés navike, slopina nanodaleliy
jsiskverbimg j navika (Su ir Hu, 2018). Be to, po suleidimo j kraujotaka,
kraujo serumo baltymai opsoninai, jungiasi prie nanodaleliy ir daro jas
atpazjstamas imuninei sistemai, todél imuninés lgstelés fagocitai jas pasalina
i§ kraujotakos (Wani ir kt., 2020). Kita vertus, net ir tiesiai ] navika suleisty
nanodaleliy judéjimas navike yra ribotas. Buvo pademonstruota, kad po
intranavikinés injekcijos praéjus 24 val. tik 10 % naviko lasteliy turéjo
nanodaleliy (Jarockyte ir kt., 2018). Taigi, pastarieji tyrimai rodo, kad reikia
ieskoti tikslesniy nanodaleliy perneSimo j navika biidy. Pastaraisiais metais,
kaip galima priemoné geresnei nanodaleliy pernasai j navika, tyrinéjamos
mezenchiminés kamieninés lastelés (MKL).

Mezenchiminés kamieninés Igstelés, dar vadinamos mezenchiminémis
stromos lgstelémis, yra suaugusiyjy kamieninés lastelés, galinCios savaime
atsinaujinti ir diferencijuotis (Jiang ir kt., 2002). MKL funkcija organizme yra
palaikyti audiniy vientisumga. Paprastai MKL yra tolygiai pasiskirsciusios
visame organizme, uzima joms biidingas niSas, taiau gavusios signala,
migruoja j zaizda ar kita uzdegima, jskaitant vézj, kaupiasi paZeistuose
audiniuose, prisideda prie audiniy regeneracijos ir Zaizdy gijimo (Motegi ir
Ishikawa, 2017). MKL turi didelj potencialg medicinos srityje dél savo
regeneraciniy savybiy, prieSnavikinio poveikio ir migracijos link uzdegimo
bei naviko dél chemokiny stimuliacijos (Berebichez-Fridman ir Montero-
Olvera, 2018).

MKL gali buti i$skiriamos i$ jvairiy audiniy. Pirmiausiai Sios lgstelés
buvo rastos kauly ¢iulpuose (Friedenstein ir kt., 1970), ta¢iau véliau buvo
nustatytos kituose audiniuose, jskaitant riebalinj audinj, raumenis, krauja,
plauky folikulus, dantis, placenta ir virkstelg (da Silva Meirelles ir kt., 2006).
MKL taip pat gali biiti i§skiriamos i$ perteklinés odos, kuri licka po plastiniy
operacijy ir yra utilizuojama (Dapkute ir kt., 2021). Nors MKL gali turéti
skirtingas savybes, priklausomai nuo jy kilmés audinio, in vitro auginamos
MKL turi atitikti tris minimalius Kriterijus, kuriuos nustaté Tarptautiné lasteliy
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terapijos draugija (angl. the International Society for Cellular Therapy)
(Dominici ir kt., 2006). Pirma, MKL turi prisikabinti prie plastiko auginamos
in vitro. Antra, MKL turi pasizymeéti teigiama pavirSiaus antigeny CD73,
CD90 ir CD105 raiska, taCiau neturéti kraujo lasteléms budingy pavirsiaus
antigeny: CD45, CD34, CD14 arba CD11b, CD79a arba CD19 ir HLA-DR.
Trec¢ia, MKL turi diferencijuotis j adipocitus, chondrocitus ir osteoblastus in
vitro, palaikant tam tikras salygas (Dominici ir kt., 2006).

MKL dél savo gebéjimo migruoti link naviko yra placiai tyriné¢jamos kaip
prieSvéziniy vaisty, terapiniy geny ar nanodaleliy pernes§imo priemoné (Li ir
kt., 2016). Siuo metu vis daugéja publikacijy, kuriose tiriamos MKL kaip
nanodaleliy nesiklis, tokie tyrimai dazniausiai atlickami su eksperimentiniais
gyvinais, kuriems buvo jskiepyti navikai (Cao ir kt., 2014; Luo ir kt., 2020;
Dapkute ir kt., 2021). 18 pav. pateikta apibendrinta schema, vaizduojanti
nanodaleliy perne§img j navika su MKL modeliniuose gyviinuose.

MKL inkubuojamos su  MKL su nanodalelémis surenkamos,
nanodalelémis in vitro paruosiama suspensija

MKL su nanodalelémis reaguoja j Navikas su MKL Navikas sunaikinamas
citokinus ir juda link naviko Svitinamas lazerio Sviesa

Navikas
isskiria
citokinus

Suleidziama MKL
suspensija

PN SR

\

B, . 4

18 pav. Apibendrinta schema vaizduojanti mezenchiminiy kamieniniy lasteliy (MKL)
panaudojimg nanodaleliy perne$imui j navika eksperimentiniuose gyviinuose. MKL in vitro
inkubuojamos su nanodalelémis. Tada lgstelés surenkamos ir paruoSiama suspensija, kuri yra
suleidziama eksperimentiniam gyviinui su jskiepytu naviku. MKL su nanodalelémis migruoja
i navika. Véliau navikas veikiamas lazerio spinduliuote, sukeliamas fotosensibilizacinis arba
fototerminis poveikis, vézinés lastelés yra paZzeidziamos ir navikas yra sunaikinamas.

Cao ir kt. panaudojo i§ Ziurkiy kauly Ciulpy isskirtas MKL ir silicio
nanodaleles su jterptu FS pelés naviko FNT. Nanodalelés su FS neturéjo
toksinio poveikio MKL. Siekiant istirti MKL jungimasi prie véziniy lasteliy,
zmogaus kriities vézio lastelés MCF-7 ir MKL su arba be ND kartu buvo
suleidziamos j pliky peliy nugarg, po oda. Dél MKL savybés judéti link
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véziniy lgsteliy, MKL turéty islikti jskiepytame navike. Autoriai nustaté, kad
inkubacija su ND Sios MKL savybés nepakeicia. Taip pat tyrimo autoriai
pademonstravo, kad panaudojus MKL su ND, ir pritaikius FNT praéjus parai
po lasteliy suleidimo, susiformavo statistiSkai reikSmingai mazesnio turio
navikai, lyginant su kontrole (Cao ir kt., 2014).

Luo ir kt. juodojo fosforo pagrindu sukurtas nanosferas panaudojo
fototerminei terapijai. Kaip modeliné sistema buvo naudojamos plikos Balb/c
peliy patelés, su jskiepytais gliomos navikais. Nanosferos | navika buvo
perneSamos naudojant i§ Zmogaus virkstelés iSskirtas MKL, suleidziant MKL
1 uodegos vena. Kontrolinéms grupéms buvo leidziamas buferis arba vien
nanosferos. Praéjus 2 paroms po injekcijos, naudojant 808 nm lazerj buvo
atlickama fototerminé terapija. Tyrimo rezultatai parodé, kad naudojant MKL
nanosfery perneSimui navikas pilnai sunaikinamas fototerminés terapijos
metu. Naudojant vien nanosferas navikas taip pat sumazéjo, taciau MKL
panaudojimas sustiprino efektg (Luo ir kt., 2020).

Dapkute ir kt. naudojo i§ odos isskirtas MKL CdSe/ZnS kvantiniy tasky
sujungty su Ces perne$imui j navika. Siame tyrime, priesingai nei ankséiau
aprasytuose, buvo naudojamas dviejy pakopy Svitinimas. Pirmojo $vitinimo
metu inicijuojama fotosensibilizacing reakcija paciose MKL, lastelés Ztsta ir
iSleidzia krovinj j aplinkg. Po kurio laiko vézinés lgstelés surenka ND-FS
kompleksus i§ aplinkos ir tada atliekamas antrasis $vitinimas, kurio metu
sunaikinamos vézinés lagstelés. Tyrimai parodé, kad MKL sékmingai nune§é
kompleksa j navikg ir atlikus dviejy pakopy Svitinima, buvo sukelta véziniy
lasteliy zatis. Tyrimai parodé kvantinio tasko ir Ces komplekso terapinj
veiksminguma: naviky turin¢iy peliy iSgyvenamumas statistiskai reikSmingai
padidéjo, o naviko progresavimas ir metastazés sulétéjo (Dapkute ir kt., 2021).

Tai tik keletas pavyzdziy, kaip MKL gali buti pritaikytos nanodaleliy
perneSimui j navika. Nors §i tyrimy sritis yra gan nauja, pastaruoju metu
sulaukia vis daugiau mokslininky susidoméjimo ir §iuo metu turimi rezultatai
rodo, kad MKL pritaikymas nanomedicinoje turi didelj potenciala.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI
3.1. Nanodeleliy sintezé
3.1.1. Aukso nanoklasteriy sintezé

Aukso nanoklasteriy sintez¢ atliko Nacionalinio vézio instituto
Biomedicininés fizikos laboratorijos jaunesnysis mokslo darbuotojas Vilius
Poderys.

JSA-Au NK sintezé buvo atliekama pagal anks¢iau aprasyta metodika (Xie
ir kt., 2009), su keliais sintezés eigos pakeitimais. Sintezés eiga:

1. 5 ml vandeninio HAuClj, tirpalo (10 mM, 37 °C) supilama j 5 ml
JSA tirpalg (50 mg/ml, 37 °C) nuolatos maiSant.

2. Po 2 minuciy j §] miSinj jpilama 0,25 ml NaOH 1 M tirpalo.

3. Tirpalas paliekamas maiSytis 12 val. palaikant 37 °C temperatiira.

< _\"‘ —_
3 JSA AuCl, 5.8
f s & 2 min ?’
Py . = 55 2 r
-0 ?}
"

- ﬂnﬁ 0
Wy . 3rC

19 pav. JSA-Au NK sintezé schema.

JSA (V frakcija), vandenilio tetrachlorauratas (HAuCILs*H,O (99.9 %)) bei
natrio hidroksido granulés (NaOH (>99 %)) buvo pirkti i§ Sigma-Aldrich
(Vokietija). Dejonizuotas vanduo buvo gaminamas naudojant vandens
gryninimo sistema MicroPure UV (TKA, Vokietija).

Analogiskai buvo atlieckama ir Zzmogaus kraujo plazmos baltymais
stabilizuoty aukso nanoklasteriy sintezé. Kraujo plazma buvo gauta i§
Nacionalinio kraujo centro. Kraujo plazma buvo filtruojama per 0,22 um
filtra, taip iSvalant ja nuo didesniy agregaty. Buvo iSmatuojama plazmos
sugertis ir apskai¢iuojama baltymy koncentracija, pagal formulg (Stoscheck,
1990):

mg

Cpaitymo (W) = 1,55 X Azg9 — 0,76 X Ay, (1)

kur C — koncentracija, A — optinis tankis ties nurodytu bangos ilgiu.

I nufiltruotg kraujo plazmg (5 mL, 37 °C, ¢ = 50 mg/ml) buvo pilamas
NaOH tirpalas (0,5 ml, 1.0 M), nuolatos maisant. Po to létai supilamas
HAuCl, tirpalas (5 mL, 37 °C, 1,8 mg/ml). Tirpalas palickamas maiSytis 12
val. palaikant 37 °C temperatiirg. Placiau sintezés eiga aprasyta publikacijoje
(Jarockyte ir kt., 2022a).

47



Po sintezés Au NK tirpalai yra $arminiai (pH ~ 11). Sarminis pH gali
sukelti citotoksinj poveikj lasteléms. Siekiant to iSvengti, buvo atliekama
tirpiklio pakeitimo procediira ir Au NK tirpiklis pakei¢iamas j fosfatinio
buferio drusky tirpala (angl. phosphate-buffered saline — PBS) pH 7,4 (Gibco,
JAV). Tam buvo naudojamos PD MidiTrap G-25 koloné¢lés (GE Healthcare,
JAV). Be to, pries eksperimentus su lgstelémis, visi Au NK tirpalai buvo
filtruojami naudojant 0,22 pm $virksto filtrg (polietersulfono membrana, TPP,
Sveicarija), kad biity i§vengta bakterijy uzter§imo lIasteliy tyrimuose.

3.1.2. Retyjy zemiy metaly nanodaleliy sintezé

Retyjy zemiy metaly nanodaleliy sintezg, modifikavima ir paruo$ima
eksperimentams atliko dr. Artiom Skripka, Kvebeko universiteto
Nacionaliniame moksliniy tyrimy institute, Kanadoje. Mokslininky grupei
vadovauja prof. Fiorenzo Vetrone. Sios nanodalelés buvo sintetinamos
terminés dekompozicijos metodu, pilna sintezés eiga aprasyta 2019 m.
Skripka ir kt. publikacijoje (Skripka ir kt., 2019).

Siame darbe yra apraomos dviejy tipy retyjy Zemiy metaly nanodalelés:
LiYF&Tm* Yo @LiYFs@LiYF4Nd*"  (toliau — LiYFs), sudarytos i3
branduolio  ir  dviejy  apvalkaly bei  LiLuFx#Nd*@LiLuF.@
LiYbF4:Er**@LiLuFs nanodalelés (LiLuF.), sudarytos i§ branduolio ir 3
apvalkaly. LiYFs; nanodalelés po sintezés buvo dengiamos fosfolipidais
(DOPC/PEG-DOPE) ir laikomos vandenyje. Tuo tarpu LiLuF4 nanodalelés
buvo dengiamos komerciskai jsigytu polimeru (angl. Poly(maleic anhydride-
alt-1-octadecene), Sigma-Aldrich, JAV). Véliau buvo iSdziovinamos ir
plévelés pavidalu laikomos iki tolimesnio panaudojimo.

Nanodaleliy ir Ces kompleksai buvo ruoSiami Nacionaliniame vézio
institute, Biomedicininés fizikos laboratorijoje.

Ces milteliai buvo tirpinami PBS (pH 7,4) ir paruoSiamas 1 mM
koncentracijos pradinis Ces tirpalas. Tiksli Ces pradinio tirpalo koncentracija
kiekvieng karta buvo iSmatuojama su sugerties spektrofotometru ir
apskai¢iuojama pagal formulg:

A = gcl, 2)
kur A — optinis tankis, € — ekstinkcijos koeficientas, | — optinis kelias.

LiYF4 nanodalelés ir Ces kompleksas buvo ruosiamas LiYF4 pradinj tirpalg
skiedziant 10 karty su PBS (pH 7,4) iki 0,8 mg/ml LiYF4 koncentracijos ir
pridedant 1 mM koncentracijos Ces pradinio tirpalo tiek, kad galutiné Ces
koncentracija miSinyje biity 10 uM. Pagamintas tirpalas buvo laikomas
Saldytuve ir saugomas nuo Sviesos poveikio iki tolesnio naudojimo tyrimams.
Sumaisius LiYF4 ir Ces vandeninius tirpalus, Ces jsiterpia j LiYF4 nanodalelés
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fosfolipidinj apvalkalg ir jsitvirtina dél hidrofobinés sgveikos tarp Ces
nepolinés dalies ir amfifiliniy fosfolipidy sluoksnio (Valanciunaite ir kt.,
2010). Susiformuoja LiYF4 nanodalelés ir Ces kompleksas, kuris toliau bus
zymimas LiYF4-Ces.

Ruosiant LiLuFs-Ces kompleksa, LiLuFs; nanodaleliy plévelés buvo
mirkomos Sarminiame NaOH (0,02 M) tirpale su istirpintu Cee (1,2 mM).
Plévelés buvo tirpinamos ultragarso voneléje, palaikant 50 °C temperatiirg
2-3 val., kol tirpalas i$skaidrédavo. Kadangi kompleksacijai buvo naudojamas
Ces perteklius, tirpalas buvo centrifuguojamas 30 min naudojant 9500%g.
Nusédus nanodalelémis su prisijungusiu Ces, supernatantas su laisvu Ces
btidavo paSalinamas, kompleksas resuspenduojamas distiliuotame vandenyje.
Toks paruostas LiLuF4-Ces komplekso vandeninis tirpalas buvo laikomas
Saldytuve, apsaugotas nuo Sviesos iki tolimesnio panaudojimo.

3.2. Nanodaleliy savybiy tyrimai
3.2.1. Spektroskopiniai tyrimai

Sugerties spektrai buvo matuojami naudojant Varian Cary Win UV-VIS
sugerties spektrofotometra (Varian Inc., Australija). Au NK fotoliuminescen-
cijos bei retyjy zemiy metaly nanodaleliy emisijos spektrai buvo matuojami
spektrometru Edinburgh Instruments FLS920 (Edinburgh Instruments,
Didzioji Britanija). Taip pat $iuo prietaisu buvo matuojamos ir fluorescencijos
gyvavimo laiky kinetikos. Spektriniams matavimams buvo naudojamos 1 cm
optinio kelio kvarcinés kiuvetés (Hellma Optik, Vokietija).

3.2.2. Hidrodinaminio skersmens matavimai

Hidrodinaminis daleliy skersmuo buvo matuojamas naudojant dinamingés
Sviesos sklaidos metodg. Méginiai buvo matuojami naudojant daleliy dydzio
ir zeta potencialo analizatoriy Zeta Plus PALS (Brookhaven Inc., JAV).

3.2.3. Aktyviy deguonies formy generavimo tyrimas

Singuletinio deguonies generavimo tyrimui buvo naudojamas singuletinio
deguonies indikatorius — SOSG (angl. Singlet Oxygen Sensor Green reagent)
(Invitrogen, Thermo Fisher, JAV). Sis reagentas pasizymi i$skirtiniu jautrumu
singuletiniam deguoniui ir kitoms aktyvioms deguonies formoms, tokioms
kaip hidroradikalai ar superperoksidai. SOSG yra fluorescuojantis reagentas,
jam sureagavus su singuletiniu deguonimi susidaro SOSG endoperoksidas
(SOSG-EP), kuris labai intensyviai fluorescuoja. SOSG-EP pasizymi stipria
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sugertimi ties 510 nm bangos ilgiu, bei fluorescencijos juosta 525-536 nm,
kurios tiksli padétis priklauso nuo terpés pH bei SOSG ir SOSG-EP molekuliy
santykio.

Au NK gebéjimas generuoti 'O, §viesoje buvo tiriamas paruosus §iuos
bandinius (po 4 ml):

1. SOSG (pradiné¢ koncentracija 50 pM) ir PBS tirpalas (galutiné

koncentracija csosg = 5 uM).

2. 5,5mg/ml JSA/Rh" plazma/Rh™ plazma, PBS tirpalas ir SOSG

(csosg = 5 uM) tirpalas.
3. 5,5mg/ml JSA-AuNK/Rh*-Au NK/Rh-AuNK, PBS tirpalas ir
SOSG (csosG = 5 pM) tirpalas.

4. 1,25 uM Ces PBS tirpalas ir SOSG (csosg = 5 uM) tirpalas.

Siekiant itirti ar LiYF4-Ces ir LiLuF4-Ces kompleksai generuoja 'O, buvo
paruosti Sie bandiniai (po 4 ml) su LiYF4/LiLuF4, Ces, LiYF4-Ces/LiLuF4-Ces
kompleksu ir SOSG reagentu:

1. SOSG (pradiné koncentracija 1 mM) ir PBS tirpalas (galutiné

koncentracija csosg = 1 uM).

2. 0,1 mg/ml LiYF4/LiLuF4, PBS tirpalas ir SOSG (csos¢ = 1 pM)

tirpalas.

3. 0,1 mg/ml LiYF4-Ces/LiLuF4-Ces kompleksas, PBS tirpalas ir SOSG

(csosG = 1 uM) tirpalas.

4. 1 uM Ce¢ PBS tirpalas ir SOSG (csosg = 1 pM) tirpalas.

Visi tirpalai buvo padalinti po 2 ml j skirtingas kiuvetes. Tiriamieji
bandiniai buvo Svitinami skirtingais laiko intervalais 405/806/980 nm bangos
ilgiy lazerio spinduliuote. SOSG fluorescencijos spektrai buvo iSmatuoti
skirtingose Svitinimo etapuose (t, t; ir t.t.). Tuo tarpu kontroliniai bandiniai
buvo laikomi tamsoje.

Svitinamuose bandiniuose su Au NK susidariusiy kity ROS nustatymui
buvo naudojamas dihidrorodaminas 123 — DHR123 (angl. dihydrorhodamine
123) (Invitrogen, Thermo Fisher, JAV). DHR123 nefluorescuoja, taiau
aplinkoje esant aktyviy deguonies formy, yra oksiduojamas iki katijoninio
rodamino 123, kuris pasizymi rySkia fluorescencija Zalioje spektro srityje
(Aex =488 nm, Aem = 525 nm).

Prie§ eksperimentg buvo paruoSiami §ie tirpalai (po 4 ml).

1. DHRI123 (pradiné koncentracija 33 uM) ir PBS tirpalas (galutiné

koncentracija cpuriz2z = 3.3 uM).

2. 5,5mg/ml JSA/Rh* plazma/Rh™ plazma, PBS tirpalas ir DHR123

(cpurizz = 3.3 uM) tirpalas.
3. 5,5 mg/ml JSA-AuNK/Rh'-Au NK/Rh-Au NK, PBS tirpalas ir
DHR123 (CDHR123 =33 |.LM) tirpalas.
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4. 1,25 uM Ce¢ PBS tirpalas ir DHR123 (cprriz2z = 3.3 uM) tirpalas.

Tirpalai buvo padalinti po 2 ml j skirtingas kiuvetes. Tiriamieji bandiniai
buvo Svitinami skirtingais laiko intervalais 405 nm bangos ilgio lazerio
spinduliuote. DHR123 fluorescencijos spektrai buvo iSmatuoti skirtingose
Svitinimo etapuose (t, tz ir t.t.). Tuo tarpu kontroliniai bandiniai buvo laikomi
tamsoje. Apibendrintai eksperimento eiga pavaizduota 20 pav.

Tamsiné
kontrolé (2 ml) Laikoma tamsoje DHR123 ir SOSG

@ spektry matavimas
. \ S g
N — -,

Pradinis  Tiriamasis Svitinama 405 nm (Au NK)
(4 ml) bandinys (2 ml) arba 980 nm lazeriu (AKND)

20 pav. Aktyviy deguonies formy susidarymo §vitinimo metu tyrimo schema. ROS indikatorius
sumaiSomas su tiriama medziaga, paruoSiamas vienas tirpalas, kuris véliau padalinamas j dvi
kiuvetes. Viena kiuveté laikoma tamsoje, o kita $vitinama lazerio spinduliuote. Abiejy kiuveéiy
spektrai matuojami kartu.

Visuose eksperimentuose §vitinimo dozé (D, J/cm?) nuo $vitinimo laiko

buvo apskaiciuota remiantis Sia formule:

P-t
D=5 ®)

kur P —naudoto lazerio galia [W], ¢t — Svitinimo laikas [s], S— §vitinamas plotas
[cm?].

3.3. Nanodaleliy tyrimai lastelése
3.3.1. Véziniy lasteliy linijos

Tyrimuose buvo pasirinkta naudoti dvi Zzmogaus véziniy lgsteliy linijas —
MCF-7 ir MDA-MB-231. Sios lasteliy linijos yra zmogaus krities véZinés
lastelés, daznai naudojamos kaip modeliné sistema jvairiems prieS$veziniy
vaisty tyrimams. MCF-7 lastelés buvo jsigytos i§ Europos gyviininiy lasteliy
kultury kolekcijos (ECACC, JK). MDA-MB-231 lgstelés buvo jsigytos i$
Amerikos tipo lasteliy kultiiry kolekcijos (ATCC, JAV).

Abi lgsteliy linijos in vitro auga prikibusios prie pavirSiaus. MCF-7 lgstelés
yra daugiakampio formos, augdamos sudaro kolonijas, o MDA-MB-231
lastelés yra pailgos, zZvaigzdiskos formos. Abi lgsteliy linijos yra invazinés
kraties karcinomos lgstelés, taciau jos turi daug fenotipiniy bei genotipiniy
skirtumy (Theodossiou ir kt., 2019). MCF-7 lastelés iSreiskia epitelio fenotipa,
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prieSingai nei MDA-MB-231, kurios yra labiau mezenchiminés (Gjerdrum ir
kt., 2010). MCF-7 lIastelés turi estrogeny ir progesterono receptorius, o
MDA-MB-231 yra trigubai neigiamos lastelés (neturi estrogeno, progesterono
ir zmogaus epidermio augimo faktoriaus 2-ojo tipo receptoriy) (Holliday ir
Speirs, 2011; Theodossiou ir kt., 2019). Trigubai neigiamas kriities vézys
pasizymi agresyvesne eiga, didesniu atsparumu chemoterapijai (Reddy ir kt.,
2018). Kadangi MDA-MB-231 lastelés neturi estrogeno receptoriy, jos yra
nejautrios gydymui prie§ estrogeng nukreiptais chemoterapiniais vaistais,
tokiais kaip tamoksifenas (Osborne, 1998). Taip pat MDA-MB-231 pasizymi
atsparumu ir kitiems chemoterapiniams vaistams (Chen ir kt., 2011).

3.3.2. MKL i$skyrimas ir charakterizavimas

Siame tyrime buvo naudojamos mezenchiminés kamieninés Igstelés
i8skirtos i§ zmogaus odos, likusios po blefaroplastikos, atliktos Baltijos
Amerikos klinikoje, Vilniuje. Lasteliy iSskyrimui buvo gautas bioetikos
leidimas i§ Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
(leidimo Nr. 158200-18 / 6-1036-548), visi pacientai pasirasé informuoto
asmens sutikimo forma. Siame darbe apragytuose eksperimentuose naudotos
MKL isskirtos i§ trijy donory. MKL i$skyrimas buvo atliekamas pagal
Dapkutés ir kt. apraSyta procediira (Dapkute ir kt., 2021). Prie§ atliekant
eksperimentus su MKL, pirmiausia buvo nustatomas jy imunofenotipas. Taip
pat naudojant StemPro MKL diferenciacijos terpe (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, JAV) istiriamas gebéjimas diferencijuoti j kremzlinj, riebalinj ir
kaulinj audinius, tokiu biidu patvirtinama, kad naudojamos lastelés tikrai yra
MKL. Lasteles Siam tyrimui iSskyré, charakterizavo ir paruosé
eksperimentams Nacionalinio véZzio instituto biofiziké Aléja Marija
Daugelaite, diferenciacijos tyrimg atliko biofizikas DZiugas Jurgutis.

21 pav. yra parodytas MKL Iasteliy iSskyrimas ir charakterizavimas. 21
pav. A dalyje galime matyti, kad praéjus 7 dienoms po lasteliy i§skyrimo
procediiros buvo matomos pavienés lasteles iSlendancios i§ eksplanto. Pragjus
12-ai dieny aplink eksplantg buvo matoma daug pailgy, verpstés formos
lasteliy. ISskirtoms odos MKL buvo budinga jprasta verpstés formos
morfologija ir prisitvirtinimas prie plastiko pavirSiaus (21 pav. A).
Imunofenotipo nustatymas parodé, kad lasteléms biidinga 100 % CD90,
CD73, CD105 zymeny raiska bei minimali (<1,5 %) hematopoetiniy CD34
(0,7 %), CD45 (0,24 %), CD14 (1,5 %) zZymeny raiska (21 pav. B). Taip pat
nustatyta, kad MKL diferencijavo i osteocitus, chondrocitus ir adipoctus, kai
] terpe buvo pridéta specialiy induktoriy skatinan¢iy MKL diferenciacijg in
vitro saglygomis. Osteocitai buvo vizualizuoti naudojant alizarino raudonajj S
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daza, chondrocitai — toluidino mélj, adipocitai — Oil Red O dazg (visi dazai i$
Sigma-Aldrich, JAV) (21 pav. C).

Siame darbe apragytuose eksperimentuose naudotos 3-9 persé¢jimo MKL,
vélesniy perséjimy lastelés nebuvo naudotos, dél galimos spontaninés
diferenciacijos rizikos.
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21 pav. Odos MKL charakterizavimas. A — MKL, lendancios i§ eksplanto po 7 dieny ir 12
dieny. Skalé — 200 pm. B — MKL imunofenotipas. Raudonos histogramos — nezyméta kontrolé.
Meélynos — teigiama MKL zymeny raiska (CD73, D90, CD105), violetiné — neigiama
hematopoetiniy zymeny raiska (CD14, CD34, CD45). C — MKL diferenciacija osteogenine
(alizarino raudonasis S), chondrogenine (toluidino mélis) ir adipogenine (Oil Red O dazas)
kryptimis. Skalé — 50 pm.
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3.3.3. Lasteliy kultivavimas

Vézinés lgstelés buvo kultivuojamos lgsteliy mitybinéje terpéje DMEM
(angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), papildytoje 10 % jaucio
embriono serumo bei 1 % antibiotiky penicilino ir streptomicino tirpalu (100
U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino) (visi i§ Gibco, JAV). MKL buvo
kultivuojamos DMEM terpéje, kuri buvo papildyta F12 maistiniy medziagy
miSiniu (DMEM/F12, 3:1 v/v), 10 % jauCio embriono serumo ir 1 %
antibiotiky penicilino ir streptomicino tirpalu. Taip pat lasteliy kultivavimui
buvo naudojamas tripsinas 0,25 % (Biological Industries, Izraelis), fosfatinio
buferio drusky tirpalas PBS pH 7,4 (Gibco, JAV) bei Dulbecco fosfatinio
buferio drusky tirpalas, papildytas kalcio ir magnio druskomis (CaCl, ir
MgCl,) (angl. Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline — DPBS) pH 7,4
(Sigma-Aldrich, JAV).

Lastelés buvo auginamos 25 cm? arba 75 cm? kultivavimo flakonuose ir
perséjamos 2-3 kartus per savaitg. Lastelés visada buvo laikomos
inkubatoriuje, pastovioje 37 °C temperatiiroje, palaikant 5% CO;
koncentracijag ore. Visos manipuliacijos su Igstelémis buvo atlickamos
steriliomis salygomis, vertikalaus srauto laminare (NuAire, JAV).
Eksperimento metu buvo naudojami steriliis vienkartiniai jrankiai, o visos
reikalingos priemonés ir reagentai buvo nupurksti spiritu prie§ jneSant j
laminarg.

3.3.4. Nanodaleliy kaupimosi Igstelése tyrimai

Atliekant Au NK vidulastelinio susikaupimo tyrimus, MCF-7 ir
MDA-MB-231 lagstelés buvo séjamos i 8 Sulinéliy stikling plokstele stikliniu
dugnu (Lab-Tek, ThermoFisher, JAV), lasteliy tankis 3-10* Igsteliy j 300 pl.
Véliau Igstelés buvo 24 val. veikiamos 13,75 mg/ml Au NK tirpalu, praskiestu
pilna mitybine terpe. Po inkubacijos, lgsteliy branduoliai buvo nudazyti
0,01 mg/ml Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, Vokietija) tirpalu. AuNK
susikaupimas Iastelése buvo analizuojamas konfokaliniu mikroskopu. Viso
vaizdinimo metu lgstelés buvo laikomos mikroskopo inkubatoriuje (OkoLab,
Italija), kuris palaiké pastovig 37 °C temperatiirg ir 5 % CO- koncentracija
(0,80 NI/min O ir 0,04 NI/min COy).

Retyjy zemiy metaly nanodaleliy susikaupimas MCF-7 ir MDA-MB-231
lastelése bei MKL buvo tiriamas fiksuotuose bandiniuose. Lastelés buvo
séjamos j plokstele su nuplésiamais Sulinéliais (ThermoFisher, JAV), po 3-10*
lasteliy 1 300 pl. Véliau Igstelés buvo 24 val. inkubuojamos su nanodalelémis.
Po inkubacijos lastelés buvo fiksuotos 4 % paraformaldehido tirpalu (Sigma-
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Aldrich, JAV). Lasteliy branduoliai buvo nudazyti 0,01 mg/ml Hoechst 33258
(Sigma-Aldrich, Vokietija), o filamentinis aktinas buvo nudazytas 0,165 uM
Phalloidin-Alexa488 (ThermoFisher, JAV) fluorescenciniu dazu.

Tiek gyvi, tiek fiksuoti bandiniai buvo analizuojami naudojant Nikon
Eclipse Te2000-S C1 Plus lazerinj skenuojantj konfokalinj mikroskopa
(Nikon, Japonija) su diodiniu 404 nm lazeriu (Melles Griot, USA), argono
488 nm lazeriu (Melles Griot, USA) bei diodiniu 980 nm lazeriu (Changchun
New Industries Optoelectronics Tech. Co., Ltd., China). Vaizdinimas buvo
atliktas naudojant 60%/1,4 skaitinés apertiiros (SA) imersinj objektyva (Nikon,
Japonija). Buvo naudojamas trijy kanaly detektorius su filtrais (juostos
pralaidumo filtrai 450/17, 545/45 ir 688/67 atitinkamai mélyniems, Zaliems ir
raudoniems kanalams). Hoechst 33258 buvo zadinamas 404 nm, Au NK ir
Phalloidin-Alexa488 fluorescencinis dazas buvo zadinti 488 nm, o retyjy
zemiy metaly nanodalelés — 980 nm.

Mikroskopijos vaizdy apdorojimas buvo atliktas naudojant Nikon EZ-C1
Bronze 3.80 versija ir ImageJ 1.8.0 172 programin¢ jranga.

3.3.5. Nanodaleliy citotoksiSkumo tyrimai

Nanodaleliy citotoksiSkumas buvo tiriamas naudojant
laktatdehidrogenazés (LDH) nustatymo rinkinj (Thermo Scientific, JAV).
LDH yra fermentas, randamas beveik visuose lasteliy tipuose. Kai lastelés
pazeidziamos ar sunaikinamos, LDH issiskiria j aplinkg. Naudojamas rinkinys
leidzia nustatyti kiek Iastelés, paveiktos nanodalelémis, iSskyré LDH |
mitybine terpe, lyginant su kontrole.

Atliekant LDH citotoksiskumo testa, MCF-7 ir MDA-MB-231 vézinés
Igstelés buvo sé¢jamos j 96 Sulinéliy plokstele (BD Falcon, JAV), po 1,5-10%
lasteliy viename Sulinélyje suspenduoty 150 pl mitybinés terpés. Po 24 val.
buvo nusiurbta mitybiné terpé ir uzpilta 150 pl naujos mitybinés terpés su
tiriamomis nanodalelémis. | kontrolinius Sulinélius jpilta tik mitybinés terpés,
be nanodaleliy. Lastelés buvo inkubuojamos 24 val. tamsoje, palaikant
standartines sglygas. Kitag dieng buvo naudojamas LDH -citotoksiSkumo
tyrimo rinkinys (Thermo Scientific, JAV), siekiant nustatyti i§siskyrusj LDH.
LDH nustatymo reakcija buvo vykdoma pagal gamintojo nurodyta protokola,
o LDH koncentracija buvo kiekybiskai jvertinta iSmatuojant terpés optinj
tankj ties 490 nm ir 630 nm bangos ilgiais su ploksteléms pritaikytu
spektrofotometru (BioTek, JAV). Gavus optinio tankio vertes, jos buvo
perskaiCiuotos kaip citotoksiSkumo procentinés vertés pagal protokola.
Siekiant geresnio duomeny pateikimo, jvertintas citotoksiSkumas (%) buvo
perskaiCiuotas ] lasteliy gyvybingumag (100 % — citotoksisSkumas (%)).
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Duomenys pateikiami kaip vidurkis & standartinis nuokrypis. Skirtumy tarp
tirty grupiy statistinis reikSmingumas buvo jvertintas naudojant Stjudento
t-testa 95 % pasikliovimo lygiu. Skirtumai buvo laikomi reikSmingi, kai
p <0,05.

3.3.6. Fotosensibilizacinio poveikio jvertinimas

FNT efektyvumas naudojant Au NK arba retyjy zemiy metaly nanodaleles
pirmiausiai buvo tiriamas lgsteliy monosluoksniuose. MDA-MB-231 ir
MCEF-7 lastelés buvo sé¢jamos j 8-Sulinéliy ploksteles stikliniu dugnu (Lab-
Tek, ThermoFisher, JAV). Viename $ulinélyje buvo uZsé¢jama po 3-10*
lasteliy j 300 ul terpés. Po 24 val. buvo nusiurbiama mitybiné terpé ir
uzpilama nauja mitybiné terpé su Au NK arba retyjy zemiy metaly
nanodalelémis. Kontroliniuose Sulinéliuose buvo tiesiog pakeiciama lasteliy
mitybiné terpé. Lastelés paliekamos 24 val. inkubatoriuje.

Kitg dieng lastelés su Au NK buvo veikiamos ksenono lempa MAX-302
(Asahi Spectra, Japan), naudojant interferencinj filtrg (400/10 nm). Lempos
apSvietimo galios tankis buvo 30 mW/cm?, o $vitinimo dozés nuo 20 J/cm? iki
60 J/cm?.

Eksperimentuose su retyjy Zemiy metaly nanodalelémis, lastelés buvo
veikiamos 980 nm lazerio spinduliuote. Priklausomai nuo eksperimento,
lazerio galios tankis buvo 500 mW/cm? arba 900 mW/cm?, o surinkta
Svitinimo dozé 450 J/cm? arba 900 J/cm?.

Po $vitinimo, nepriklausomai nuo to kurios dalelés buvo tiriamos, lastelés
buvo dedamos atgal j inkubatoriy ir ten laikomos 24 val. Kita dieng lgstelés
buvo dazomos gyvybingumo dazais. Gyvos lastelés buvo dazomos : kalceinu
AM (Mzaa= 488 nm, Thermo Fisher, JAV), o negyvos — etidzio homodimeru-1
(Msaa= 543 nm, Thermo Fisher, JAV) arba propidzio jodidu (Azaq = 543 nm,
ROTH, Vokietija). Nudazytos lastelés buvo analizuojamos Nikon Eclipse
konfokaliniu mikroskopu (Nikon, Japonija). Naudotas 20%/0,5 SA sausas
objektyvas (Nikon, Japonija).

Fotosensibilizacinis poveikis buvo kiekybiSkai jvertintas skai¢iuojant
gyvybingas ir negyvybingas lasteles i§ gauty konfokaliniy vaizdy, naudojant
,ImageJ*“ programing jrangg. Vieno eksperimento metu gyvybingumui
jvertinti buvo naudojami 5 konfokalinio mikroskopo nuotraukos. Lasteliy
gyvybingumas buvo apskai¢iuotas padalijus gyvybingy lasteliy skaiciy i$ visy
lasteliy skaiCiaus. Lasteliy gyvybingumo duomenys pateikti kaip 3-jy
nepriklausomy eksperimenty vidutinés gyvybingumo reikSmés =+ standartinis
nuokrypis. Statistiné analizé atlikta naudojant dvipusj Stjudento t-testa;
skirtumai buvo laikomi reik§mingais, kai p < 0,05.
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3.3.7. Trimatés lasteliy kultiiros formavimas

Trimatés sferoidinés Igsteliy kulttiros buvo formuojamos dviem metodais:
kaban¢io laso metodu, naudojant specialias 96-Sulin¢liy kabancio laSo
ploksteles (Biomatrix, JAV) bei priverstinio pliduriavimo metodu, naudojant
U-formos 96-Sulinéliy ploksteles (Nunclon Sphera, Thermo Fisher Scientific,
Japonija). Tyrimams su trimatémis lasteliy kultiromis buvo naudojamos tik
MDA-MB-231 lastelés, kadangi MCF-7 lastelés nesuformuoja tvirty
lasteliniy sferoidy, tik lasteliy agregatus (Jarockyte ir kt., 2018).

Formuojant lasteliy sferoidus kabancio laSo principu, pirmiausia i$
paruostos lasteliy suspensijos kiekviename plokstelés Sulinélyje buvo
formuojami kabantys lasai. Kiekvienas lasas buvo 40 pl tdrio, viename
suformuotame lase buvo 8000 lasteliy. Plokstelé, su suformuotais kabanciais
lasais, buvo laikoma inkubatoriuje 7 dienas, pastovioje 37 °C temperatiiroje,
palaikant 5 % CO» koncentracija ore. Siekiant uztikrinti pakankamg kiekj
mitybiniy medziagy lasteléms, kasdien kiekvienas lasas buvo papildomas 4 pl
Sviezios pasildytos mitybinés terpés. Siuo metodu formuoti sferoidai buvo
nedideli, vidutiniskai 300 pm skersmens. Tokio dydzio sferoido atstumas nuo
pavirsiaus iki centro nevirSija maksimalaus atstumo, kuris dar leidzia audinius
pilnai apriipinti maisto medziagomis ir deguonimi, todél Siuose sferoiduose
néra nekrozinés zonos (Mehta ir kt., 2012).

Formuojant Iasteliy sferoidus priverstinio pliduriavimo metodu, j sferoidy
auginimo plokstelés kiekvieng Sulinélj buvo jpilama po 15000 MDA-MB-231
lasteliy, suspenduoty 200 pl mitybinés terpés. IS karto po to atliekamas
centrifugavimas su mikroploksteléms pritaikyta LMC-3000 centrifuga 6 min.,
120xg (BioSan, Latvija). Sferoidai buvo formuojami 4 paras, plokstele laikant
standartinémis lasteliy auginimo salygomis. Siuo metodu suformuoti sferoidai
buvo kur kas didesnio dydzio, sferoido skersmuo sieké 800-1000 um. Tokio
dydzio sferoidai jau turi skirtingo Igsteliy aktyvumo ir gyvybingumo zonas:
proliferacing, sen¢jimo ir nekrozing (Hirschhaeuser ir kt., 2010).

3.3.8. Eksperimentai su Igsteliy sferoidais

Tiriant LiYF4-Ces susikaupimg MDA-MB-231 lagsteliy sferoiduose,
MDA-MB-231 Iasteliy sferoidai buvo inkubuojami 24 val. su nanodalelémis.
Lasteliy branduoliai buvo dazomi 20 pg/ml Hoechst 33258. Véliau
konfokaliniu mikroskopu buvo vaizdinamas LiYFs bei LiYF4-Ces
susikaupimas ir pasiskirstymas sferoide.

Siekiant nustatyti LiYF4-Ces kaip FS veikimg MDA-MB-231 sferoiduose,
suformuoti sferoidai buvo 24 val. inkubuojami su LiYF4-Ces (kontroliniai
sferoidai su LiYF,) ir tuomet Svitinami atkartojant saglygas naudotas tyrimuose
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su lIgsteliy monosluosniais. Pragjus 24 val. po Svitinimo, Igsteliy sferoidai
buvo dazomi gyvybingumo dazais kalceinu ir etidzio homodimeru-1.
Nudazyti sfreroidai buvo vaizdinami konfokaliniu mikroskopu.

MKL migracijos MDA-MB-231 sferoide tyrimo metu, pirmiausiai buvo
formuojamas MDA-MB-231 lasteliy sferoidas. Pilnai susiformavus sferoidui,
buvo atlickamas sferoido dazymas su 20 pg/ml Hoechst 33258, inkubuojant
24 val. Tuo paciu metu Petri léksteléje MKL buvo inkubuojamos su
0,1 mg/ml LiLuF4 nanodalelémis 24 val., inkubacijos pabaigoje (likus 30 min)
MKL yra dazomos su 2 uM kalceinu-AM (Thermo Fisher Scientific, JAV).
Veéliau ant Hoechst 33258 pazyméto MDA-MB-231 sferoido pilama mitybiné
terpé su MKL, santykiu 1:10 (MKL:MDA-MB-231), lastelés palickamos
inkubatoriuje 24 val. Kontroliniai Sulinéliai buvo inkubuojami su MKL be
nanodaleliy. Po inkubacijos sferoidai buvo vaizdinami konfokaliniu
mikroskopu. MKL migracija sferoiduose buvo vertinama konfokaliniu
mikroskopu, darant optinius pjiivius skirtingose plok§tumose. Sie
eksperimentai buvo planuojami remiantis Ferreira ir kt., 2021.

Siekiant jvertinti LiLuF4-Ces fotodinaminj poveikj trimatéje lasteliy
kultiiroje, MDA-MB-231 lasteliy sferoidai buvo 24 val. inkubuojami su MKL,
sukaupusiomis LiLuFs-Ces. Kontroliniai sferoidai buvo inkubuojami 24 val.
tik su 0,1 mg/ml LiLuF4-Ces be MKL arba tik su MKL be nanodaleliy. Po
inkubacijos nanodalelés buvo nuplaunamos su DPBS ir atlickamas 1 arba 2
Svitinimai bei Igsteliy dazymas su kalceinu-AM ir propidzio jodidu.
Svitinimas ir dazymas atliktas kaip aprasyta auks¢iau su lasteliy
monosluoksniu. Sferoidai buvo vaizdinami konfokaliniu mikroskopu.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo tirtos dviejy tipy nanodalelés — baltymais stabilizuoti
aukso nanoklasteriai bei retaisiais zemiy metalais legiruotos nanodalelés ir jy
kompleksai su fotosensibilizatoriumi chlorinu es. Rezultatai gauti su
skirtingomis nanodalelémis apraSyti skirtinguose poskyriuose.

4.1. Baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai

Doktorantiros metu buvo atliekami tyrimai su jaucio serumo albuminu
stabilizuotais aukso nanoklasteriais (JSA-Au NK) bei Zmogaus kraujo
plazmos (0 grupés rezus teigiama (Rh") arba rezus neigiama (Rh")) baltymais
stabilizuotais aukso nanoklasteriais (Rh*-Au NK ir Rh-Au NK). JSA-Au NK
buvo pirmieji aprasyti baltymais stabilizuoti aukso klasteriai (Xie ir kt., 2009)
ir daznai naudojami jvairiuose biomedicininiuose tyrimuose. Zmogaus kraujo
plazmos baltymy panaudojimas Au NK stabilizavimui yra naujas Au NK
sintezés metodas pirma karta apraSytas doktorantiiros metu atspausdintoje
publikacijoje (Jarockyte ir kt., 2022a).

Tyrimams buvo pasirinkta universaliausia kraujo grupé, t. y. 0 grupé, nes
buvo siekiama i$siaiskinti ar galima sukurti universalius preparatus naudojant
zmogaus kraujo plazma. Taip pat buvo tiriama, ar turi jtakos rezus faktorius
Au NK sintezei. Rh faktorius apibudina eritrocity pavirSiaus Rh antigeny
buvima/nebuvimg. Rh" kraujo grupés eritrocitai turi transmembraninius
baltymus, kurie priskiriami Rh antigenams, o Rh™ kraujo grupés eritrocitai —
neturi. Jei Rh™ grupés pacientas perpylimo metu gauty Rh* grupés kraujo,
susidaryty antiktinai prie§ Rh antigenus ir jvykty hemoliziné reakcija.

4.1.1. Aukso nanoklasteriy charakterizavimas

Susintetintas JSA-Au NK koloidinis tirpalas dienos §viesoje buvo Sviesiai
rusvos spalvos, o po UV Sviesa fotoliuminescavo rySkia raudona spalva.
Atlikus sinteze, pirmiausia buvo istirtos JSA-Au NK spektrinés savybés: buvo
iSmatuoti sugerties, fotoliuminescencijos (FL) ir FL Zadinimo spektrai
(22 pav.). ISmatuotas JSA-Au NK sugerties spektras yra panasus j JSA
sugerties spektrg. Abiem spektrams buidinga juosta ties 280 nm ir optinio
tankio didéjimas trumpabangéje srityje. 280 nm juosta yra biudinga
aminorigstims tirozinui ir triptofanui (Stenstrom ir Reinhard, 1925).
Nustatyta, kad Zadinant 405 nm spinduliuote yra stebima FL juosta su smaile
ties 653 nm. Kadangi sintezei naudotos medziagos (HAuCls, JSA) nepasizymi
fluorescencija Sioje srityje, Si juosta priskiriama pacio aukso nanoklasterio
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Svytéjimui  (Xie ir kt., 2009). Tacdiau JSA-Au NK pasizymi ir
fotoliuminescencija ties 470 nm, §i FL juosta yra siejama su baltymy
fluorescencija, kuri atsiranda dé¢l elektrony delokalizacijos peptidy grandinéje
(Sarkar ir kt., 2014). JSA-Au NK fotoliuminescencijos Zadinimo spektras turi
i8siskiriancig juostg ties 498 nm, o nuo 450 nm, trumpégjant bangos ilgiui,
spektro intensyvumas smarkiai iSauga. Lyginant su sugerties spektru, matome,
kad FL Zadinimo ir sugerties spektrai nesutampa — sugerties spektre yra tik
nerySkus petys ties 498 nm, o tai reiSkia, kad sintezés metu susidaré ir
nefotoliuminescuojanciy daleliy.
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22 pav. JSA-Au NK spektrinés savybés distiliuotame vandenyje. Fotoliuminescencija zadinta
405 nm, fotoliuminescencijos zadinimo spektras matuotas ties 653 nm.

ISmatavus Zmogaus kraujo plazmoje stabilizuoty aukso klasteriy spektrus
buvo gauti panasiis rezultatai. Au NK buvo sintetinami 0 kraujo grupés
plazmoje su arba be rezus faktoriaus (Rh’). Tiek Rh" plazmoje sintetinti
AuNK (Rh*-Au NK) (23 pav.), tieck Rh-Au NK (24 pav.) pasizyméjo
vienodomis spektrinémis savybémis. Rh* ir Rh™ kraujo plazmos sugerties
spektrai yra panasSis j gryno JSA sugerties spektra, parodyta 22 pav. Yra
nustatyta, kad Zmogaus kraujo plazmoje apie 60 % visy baltymy sudaro
zmogaus serumo albuminas. Albumino fiziologiné koncentracija plazmoje yra
35-50g/l, o kity baltymy, tokiy kaip imunoglobulinai, fibrinogenas,
transferinas ir kt., koncentracija yra daug mazesné (Kratz ir Elsadek, 2012).
ZSA turi 585 amino riigitis, o JSA — 582, tadiau abu albuminai yra panasiis
savo sandara, atlickamomis funkcijomis ir spektrinémis savybémis (Chudzik
ir kt., 2016). Plazmoje stabilizuoty Au NK FL ir FL Zadinimo spektrai yra
panasis ] JSA-Au NK atitinkamus spektrus savo forma ir smailiy padétimis.
Be to, literatiiroje buvo pastebéta, kad naudojant ir kitus baltymus ar jy
miSinius susidaro dalelés pasizyminCiomis FL toje pacioje srityje. Li ir kt.
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parodé, kad Au NK biosintezé yra jmanoma biologinése terpése, tokiose kaip
kiauSinio baltymas ir trynys, verSiuko embriono, pelés ir Zmogaus kraujo
serumas (Li ir kt., 2015). Visose minétose terpése susintetinti Au NK
pasizyméjo FL raudonoje srityje 633-663 nm, zadinant 470 nm. Autoriai
padaré iSvada, kad nors keli skirtingi baltymai stabilizuoja Au NK sintezés
metu, nes visos naudojamos terpés turi skirtingus baltymy rinkinius, taciau
albuminai vaidina pagrindinj vaidmenj formuojant Au NK ir dél to gaunamos
panasias optines savybes turincios nanodalelés (Li ir kt., 2015). Remiantis
spektriniais matavimais ir literatiros duomenimis, tikétina, kad naudojant
zmogaus kraujo plazma Au NK sintezéje, pagrindinj vaidmenj taip pat atlicka
ir spektrines savybes nulemia ZSA.
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23 pav. Rh*-Au NK spektrinés savybés distiliuotame vandenyje. Fotoliuminescencija Zzadinta
405 nm, fotoliuminescencijos zadinimo spektras matuotas ties 649 nm.
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24 pav. Rh™-Au NK spektrinés savybés distiliuotame vandenyje. Fotoliuminescencija zadinta
405 nm, fotoliuminescencijos zadinimo spektras matuotas ties 650 nm.
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Norint nanodaleles pritaikyti biomedicinoje, labai svarbu istirti dydj, nuo
kurio priklauso prasiskverbimas i§ kraujotakos j audinius, patekimas j Iasteles,
toksigkumas ir véliau pasalinimas i§ organizmo. Siame tyrime buvo pasirinkta
matuoti hidrodinaminj Au NK dyd; tirpaluose, kadangi taikant kitus metodus,
tokius kaip atomo jégos arba elektroning mikroskopijas, reikéty iSdziovinti
bandinj ir galimai biity paZeista baltyminé klasterio dalis. Visy trijy iStirty
Au NK hidrodinaminio skersmens matavimo rezultatai yra pateikti 25 pav.
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25 pav. Susintetinty aukso nanoklasteriy hidrodinaminio skersmens pasiskirstymas
distiliuotame vandenyje. Hidrodinaminis skersmuo i$matuotas dinaminés Sviesos sklaidos
metodu.

Atlikti matavimai parodé, JSA-Au NK hidrodinaminis skersmuo yra
9,4+25nm. I§ ankstesniy tyrimy yra zinoma, kad JSA molekuliy
hidrodinaminis skersmuo yra 7,2 + 1,2 nm (Poderys ir kt., 2016), o pacio 25-iy
Au atomy nanoklasteris baltymo viduje dydis nesiekia 1 nm (Xie ir kt., 2009).
Sintezés metu Au NK susidarymas pakeicia JSA konformacija, kuri ir nulemia
dydzio pokyc¢ius (Xie ir kt., 2009; Poderys ir kt., 2016).

Zmogaus kraujo plazmoje sintetinty Au NK vidutinis skersmuo buvo apie
12nm — t. y. Siek tiek didesnis nei JSA-Au NK. Matavimy metu buvo
nustatyta, kad Rh*-Au NK hidrodinaminis skersmuo yra 13,3 + 2,9 nm, o
Rh™-Au NK skersmuo yra 11,2 + 2,4 nm. Nanoklasteriy skersmuo buvo
panaSaus dydzio nepriklausomai nuo to ar sintezéje naudota Rh* kraujo
plazma, ar Rh". Literatiiroje apra$yta, kad ZSA vidutinis hidrodinaminis
skersmuo yra 7 nm, o juo stabilizuoty Au NK skersmuo padidéja iki 12 nm
(Russell ir kt., 2016). Tad siuo atveju, nors sintezéje buvo naudotas baltymy
misinys, Zmogaus plazmoje susidare nanoklasteriai yra tokio paties dydzio
kaip ir gryname ZSA sintetinty Au NK.
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26 pav. Aukso nanoklasteriy fotoliuminescencijos juostos ties 650 nm gyvavimo trukmiy
kinetikos.

Papildomai buvo iSmatuota FL. gesimo trukmé Au NK zadinant 405 nm
(26 pav.). Visy matuoty bandiniy FL gesimo kinetikos, matuojant FL ties
650 nm, sutapo. Panaudojant trijy eksponenciy gesimo modelj, buvo nustatyta
trumpa (11 = ~5 ns), viduting (1. = ~200 ns) ir ilga (13 = ~1,7 ps) gyvavimo
trukmés. Sis rezultatas labai panasus j literatiiroje aprasyta JSA-Au NK FL
gesimo kinetikg (Yu ir kt., 2012). Minétoje publikacijoje JSA-Au NK
trumpoji  gesimo komponenté buvo susieta su greita Au NK
fotoliuminescencija albumino aplinkoje, o ilgoji komponenté — su uzdelstgja
JSA-Au NK fotoliuminescencija (Yu ir kt., 2012). Remiantis S$iuo
paaiskinimu, didzioji dalis suzadinimo energijos (>90 %) yra atpalaiduojama
uzdelstosios fotoliuminescencijos proceso metu. Vadinasi baltymais
stabilizuoti Au NK gana ilgai islicka suzadintoje busenoje. Tai sudaro labai
palankias salygas jvairiy aktyviy deguonies formy susidarymui.

4.1.2. Aktyviy deguonies formy generavimo tyrimas

Norint jvertinti Au NK gebéjimg generuoti aktyvias deguonies formas,
buvo pasirinkti du fluorescenciniai jutikliai: SOSG (angl. singlet oxygen
sensor green), kuris yra skirtas 'O, aptikimui ir DHR123 (dihidrorodaminas
123, angl. dihydrorhodamine 123) — peroksidy ir peroksinitrity aptikimui.
Gerai zinomas fotosensibilizatorius Ces buvo naudojamas kaip teigiama
kontrolé ROS susidarymo kiekiui jvertinti. Yra zinoma, kad §vitinimo metu
porfiriny tipo FS, tokie kaip Ces, pagrinde generuoja 'O, ir tik labai nedidelj
kiekj kity aktyviy deguonies formy (Fuchs ir Thiele, 1998). 27 pav. parodytas
DHR132 fluorescencijos juosty intensyvumo Kkitimas priklausomai nuo
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Svitinimo dozés. Tiriamieji méginiai buvo apSvie¢iami 405 nm spinduliuote.
Kontroliniai bandiniai buvo laikomi tamsoje.

Kaip pateikta 27 pav., DHR123 fluorescencijos intensyvumo padidéjimas
buvo stebimas méginiuose su JSA-Au NK, Rh*-Au NK bei Rh-Au NK, kurie
buvo apSviesti 405 nm S$viesa. Didziausias fluorescencijos intensyvumo
pokytis buvo stebimas bandiniuose su Rh-Au NK, Siek tiek mazesnis
bandiniuose su JSA-Au NK, treCioje vietose — su Rh™-Au NK. DHR123
fluorescencijos intensyvumo augimas rodo peroksidy ir peroksinitrity
susidarymg. Tamsoje laikytuose bandiniuose DHRI123 fluorescencijos
intensyvumas nepadidéjo. Tai rodo, kad tamsoje ROS nesusidaro. DHR123
fluorescencija tik Siek tiek padidéjo po Svitinimo ta pacia doze méginiuose su
vien Ce¢ arba Rh/Rh™ plazma (27 pav.). Bandiniuose, kuriose buvo tik JSA,
DHR123 fluorescencijos augimas nebuvo stebimas. Tamsoje laikomuose
bandiniuose taip pat nebuvo fiksuotas DHR123 fluorescencijos intensyvumo
augimas.
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27 pav. DHR123 fluorescencijos intensyvumo augimas priklausomai nuo $vitinimo dozés.
Bandiniai buvo $vitinami 405 nm lazerio spinduliuote iki 35,7 J/em? dozés. Kontroliniai
bandiniai buvo laikomi tamsoje. Paklaidos rodo standartinj nuokrypj.

SOSG fluorescencijos intensyvumas padidéjo visuose Svitintuose
bandiniuose, i8skyrus bandinius su JSA (28 pav.). Fluorescencijos
intensyvumo augimo greitis buvo skirtingas, o tai rodo, kad skirtingiems
méginiams 'O, susidarymo efektyvumas skiriasi. 28 pav. parodyta, kad Ces
labai greitai generuoja 'O,, palyginti su Au NK, ta¢iau pasiekus 35,7 J/cm?
Svitinimo doze, bendras susidariusio 'O, kiekis yra labai panaSus visuose
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bandiniuose, kuriuose susidaré 'O,. I§ bandiniy su Au NK, daugiausiai 'O,
susidaré bandiniuose su Rh-Au NK. Taciau buvo pastebéta, kad zmogaus
plazma taip pat generuoja 'O, veikiant 405 nm. Tai gali buti nesunkiai
paaiskinama endogeniniy fotosensibilizatoriy, tokiy kaip uroporfirinas,
koproporfirinas ir protoporfirinas, buvimu plazmoje (With, 1977). Sie
endogeniniai porfirinai, taip pat kaip ir Ces didzigja dalimi generuoja 'O, o
ne kitas aktyvias deguonies formas. Kadangi susidariusio 'O, kiekis pa&ioje
plazmoje panaSus j ta, kuris susidaré bandiniuose su Au NK, panasu, kad patys
Au NK labai silpnai generuoja 'O, §vitinimo metu.
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28 pav. SOSG fluorescencijos intensyvumo kitimas priklausomai nuo Svitinimo dozés.
Bandiniai buvo $vitinami 405 nm lazerio spinduliuote iki 35,7 J/em? dozés. Kontroliniai
bandiniai buvo laikomi tamsoje. Paklaidos rodo standartinj nuokrypi.

Taigi, misy tyrimai parodé, kad plazmos baltymais stabilizuoti Au NK gali
generuoti ROS, kai yra apsSvieCiami 405 nm Sviesa. Be to, nustatéme, kad
Au NK efektyviau generuoja ne 'O,, kaip porfiriny tipo FS, o kitus ROS,
pavyzdziui, peroksidus, ir RNR, pavyzdziui, peroksinitritus.

4.1.3. Susikaupimas vézinése lastelése

Siekiant sékmingai pritaikyti Au NK véZzio diagnostikai ir gydymui,
pirmiausia reikia istirti ar susintetinti Au NK kaupiasi lastelése. Lasteliniams
tyrimams buvo pasirinktos dvi krities vézio Igsteliy linijos MCF-7 ir
MDA-MB-231. Sios Igsteliy linijos skiriasi piktybiskumu ir atsaku j gydyma:
MDA-MB-231 lastelés laikomos atsparesnémis gydymui, labiau linkusiomis
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metastazuoti, todél kai kuriuose literatiiros $altiniuose vadinamos vézinémis
kamieninémis lastelémis (Liu ir kt., 2013b).

MCF-7 MDA-MB-231
]

FL+pralaidumas FL+pralaidumas

Rh*-Au NK JSA-Au NK Kontrolé

Rh=-Au NK

FL

29 pav. Aukso nanoklasteriy susikaupimas MCF-7 ir MDA-MB-231 kriities vézinése lastelése
po 24 val. inkubacijos. Au NK (Azd = 488 nm) pazyméti raudona spalva. Lasteliy branduoliai
nudazyti Hoechst 33258 (Azd = 405 nm), pazyméti mélyna spalva. Skalé visuose nuotraukose
atitinka 50 pm.

29 pav. yra pateikti konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos vaizdai,
kuriuose matomas JSA-Au NK, Rh"-Au NK ir Rh*-Au NK (raudona spalva)
susikaupimas kriities vézinése lastelése. Pateiktuose vaizduose matosi, kad
visi minéti Au NK po 24 val. inkubacijos susikaupia abiejose lasteliy linijose
ir Zenklaus skirtumo tarp kaupimosi skirtingose lasteliy linijose néra matyti.
IS kombinuoty konfokalinés fluorescencijos ir S$viesos pralaidumo
mikroskopijos vaizdy galime teigti, kad AuNK (raudona spalva) buvo
susikaupe lastelése, paprastai Salia branduoliy (mélyna spalva), bet ne
branduoliy viduje. Au NK nebuvo pasiskirste tolygiai lastelés viduje, buvo

66



stebimas susitelkimas tam tikrose lgsteliy struktiirose, membraninése
puslelése, tokiose kaip endosomos ar lizosomos. Ankstesniuose tyrimuose
buvo nustatyta, JSA-Au NK pateke | MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteles
pirmiausia patenka j ankstyvasias endosomas, véliau j vélyvasias endosomas
ir lizosomas, taigi i lasteles patenka endocitozés btuidu (Matulionyte ir kt.,
2017). Lipoine riig§timi stabilizuoti Au NK j HeL a Iasteles patenka pagrinde
nuo klatrino priklausomos endocitozés bei makropinocitozés biidu, o nuo
kaveolino priklausomos endicitozés biidu patenka tik nedidelé dalis
nanodaleliy (Yang ir kt., 2013).

4.1.4. Biosuderinamumas

Konfokalinés mikroskopijos vaizdai neparodé akivaizdziy lasteliy
morfologijos poky¢iy. Taciau siekiant jsitikinti, kad tiriami Au NK yra
biosuderinami, buvo atliktas Igsteliy gyvybingumo tyrimas. Lastelés buvo
inkubuojamos su skirtingy koncentracijy Au NK tirpalais tamsoje. Po 24 val.
inkubacijos, naudojant citotoksiSkumo tyrimo rinkinj, buvo vertinamas Au
NK poveikis lasteliy gyvybingumui, lyginant su kontrolinémis lastelémis.
Kaip parodyta 30 pav., maziausia naudota koncentracija (2,75 mg/ml)
neturéjo jokios jtakos lgsteliy gyvybingumui, nepriklausomai nuo to, kokie
Au NK buvo naudojami. Po inkubacijos 5,5 mg/ml tirpalais, JSA-Au NK
neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio Igsteliy gyvybingumui, o
inkubuojant su Rh"-Au NK ir Rh*-Au NK buvo pastebétas tik nedidelis lasteliy
gyvybingumo sumazéjimas. Padidinus Au NK koncentracijg iki 13,75 mg/ml,
visose grupése lasteliy gyvybingumas iSlieka didesnis nei 90 %, tac¢iau MCF-7
lastelés buvo labiau paveiktos, palyginti su MDA-MB-231 lastelémis. Taciau
net veikiant 27,5 mg/ml koncentracijos Rh*-Au NK ir Rh™-Au NK, lasteliy
gyvybingumas islieka apie 90 %. Sie rezultatai rodo, kad tirti Au NK yra
netoksiski MCF-7 ir MDA-MB- 231 Igsteléms tamsoje.

Literatiroje yra aprasyta nemazai tyrimy, kuriy metu siekiama jvertinti
baltymais stabilizuoty Au NK poveikj lasteliy gyvybingumui. Daugiausiai
tyrimy yra atlikta su JSA-Au NK ir dauguma tyrimy rodo, kad JSA-Au NK
yra netoksiski (Ungor ir kt., 2021; Zhang ir kt., 2020; Escudero-Francos ir kt.,
2017). Taciau keletas autoriy yra parode, kad JSA-Au NK gali sukelti nedidelj
toksin] poveikj lasteléms (Czyzowska ir kt., 2021; Dong ir kt., 2015;
Retnakumari ir kt., 2010). Sie priestaravimai galéjo atsirasti dél tyrimams
pasirinkty skirtingy metody ar bei naudojamy protokoly. Ungor ir kt. parodé,
kad atliekant tyrimus su tomis paciomis nanodalelémis, taciau skirtingais
metodais, kai kuriais atvejais yra gaunami skirtingi toksiSkumo rezultatai
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(Ungor ir kt., 2021). Bet kuriuo atveju, stebimi skirtumai néra labai dideli ir
gali atsirasti dél naudojamo metodo ar eksperimenty paklaidy.
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30 pav. MCF-7 bei MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumas po 24 val. poveikio su JSA-Au NK,
Rh*-Au NK ir Rh-Au NK. I$matuota naudojant LDH citotoksi§kumo tyrimo rinkinj. Paklaidos
rodo standartinj nuokrypj. * pazyméta statistiSkai patikimi skirtumai lyginant su kontrole,
# rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy (p < 0,05).

Su Zzmogaus kraujo plazmoje sintetintais Au NK anksciau tyrimy nebuvo
atlikta. Tagiau yra publikacijy, kuriose tiriamas ZSA-Au NK toksiskumas.
Ungor ir kt. naudodami LDH nustatymo metoda parodé, kad COLO-720L
lasteliy gyvybingumas sumazéjo tik 5 % po inkubacijos su 25, 50 ir 75 mg/I
7ZSA-Au NK tirpalais. Be to, atlikus ta patj tyrima su HUT-78 lastelémis
citotoksiSkumo nepastebéta ir Iasteliy gyvybingumas iSliko nepakites lyginant
su kontrole (Ungor ir kt., 2021). Kita vertus, Chakraborty ir kt. nustate, kad
MDA-MB-231 Iasteliy gyvybingumas sumazéjo 50 % po poveikio su 50 uM
ZSA-Au NK (Chakraborty ir kt., 2021). Li ir kt. i§tyré Au NK, stabilizuoty
kiau$inio baltymu ir jauc¢io embriono serumo baltymais, citotoksiSkumg ir
nepastebéjo jokio poveikio Iasteliy gyvybingumui (Li ir kt., 2015).

4.1.5. Fotodinaminis poveikis vézinéms lgsteléms

Siekiant jvertinti Au NK fotodinaminj poveikj vézinéms lgsteléms, MCF-7
ir MDA-MB-231 lastelés buvo inkubuojamos su JSA-Au NK, Rh"-Au NK
arba Rh-Au NK ir apSvieCiamos mélyna Sviesa (naudotas 400/10 nm
interferencinis filtras, galios tankis 30 mW/cm?). Fotodinaminio poveikio
tyrimui buvo pasirinkta 400/10 nm Sviesa, nes tokio bangos ilgio FL
suzadinimas yra efektyvesnis, o mélynos Sviesos prasiskverbimo j Igsteliy
monosluoksnius pakanka, taciau in vivo taikymams, siekiant didesnio
prasiskverbimo gylio, reikéty rinktis ilgabange Sviesa. Kadangi Au NK
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pasizymi plac¢iomis FL suZadinimo juostomis, juos galima suzadinti ir Zalia ar
oranzine $viesa.

Pirmiausiai buvo atliekami tyrimai su JSA-Au NK. Lastelés buvo 24 val.
inkubuojamos su 13,75 mg/ml JSA-Au NK, véliau terpé su nanoklasteriais
pasSalinama ir uzpilama nauja terpé be nanoklasteriy. Tuomet dalis bandiniy
buvo aps§vie¢iami 400/10 nm Sviesa iki 35,7 J/cm? §viesos dozés. Likusi dalis
bandiniy buvo laikomi tamsoje, suvynioti j aliuminio folija, taciau visos kitos
eksperimento salygos buvo iSlaikomos vienodos. Po 24 val. lagstelés buvo
nudazomos fluorescenciniais gyvybingumo dazais ir tuomet atlickamas
vaizdinimas konfokaliniu mikroskopu. Gauti rezultatai pateikti 31 pav.
Kontroliniy lIgsteliy gyvybingumas nepriklausé nuo to ar lastelés buvo laikytos
tamsoje, ar buvo apsviestos mélyna $viesa.

MCF-7 MDA-MB-231

Tamsoje Po 3vitinimo Tamsoje Po Svitinimo

Kontrolé

JSA-Au NK

31 pav. JSA-Au NK (13,75 mg/ml, 24 val.) fotodinaminio poveikio jvertinimas MCF-7 ir
MDA-MB-231 lasteléms po §vitinimo 400/10 nm $viesa iki 35,7 J/em? dozés. Lastelés buvo
nudazytos fluorescenciniais gyvybingumo dazais: gyvoms Igsteléms vizualizuoti buvo
naudojamas kalceinas AM (zalias), o mirusioms lgsteléms vizualizuoti — propidzio jodidas
(raudonas). Skalé visuose vaizduose atitinka 50 pm.

Atliekant tyrimus su kraujo plazmoje sintetintais Au NK, buvo isbandytos
skirtingos Svitinimo dozés, siekiant iSsiaisSkinti optimalias §vitinimo salygas ir
nustatyti, ar fotodinaminis poveikis priklauso nuo dozés. Po Svitinimo lgstelés
taip pat buvo nudazytos fluorescenciniais gyvybingumo dazais kalceinu AM
ir propidzio jodidu. Gauti rezultatai pateikti 32 pav. Pastebéta, kad po 20 J/cm?
Svitinimo dozés MCF-7 ir MDA-MB-231 Iastelés iSliko gyvybingos (Zalia
spalva, 32 pav.), taciau pakito kai kuriy lasteliy morfologija: jos suapvaléjo ir
dalinai atsiskyré nuo mikroskopinés plokstelés pavirSiaus. ApSvietus lgsteles
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32 pav. Rh*-Au NK ir Rh™-Au NK (13,75 mg/ml, 24 val.) fotodinaminio poveikio jvertinimas
MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteléms po $vitinimo 400/10 nm $viesa. Lastelés buvo nudazytos
fluorescenciniais gyvybingumo dazais: gyvoms lasteléms vizualizuoti buvo naudojamas
kalceinas AM (zalias), o mirusioms Igsteléms vizualizuoti — propidzio jodidas (raudonas). Skalé
visuose vaizduose atitinka 50 pm.

40 J/ecm? $vitinimo doze, MCF-7 lagsteliy gyvybingumas Zenkliai sumazéjo,
dauguma lasteliy buvo negyvybingos (raudona spalva, 32 pav.). Kita vertus,
dauguma MDA-MB-231 lasteliy isliko gyvybingos, nors beveik visos lastelés
suapvaléjo arba turéjo apoptozei buidingg morfologija. Kaip parodyta 32 pav.,
visos MCF-7 lgsteliy buvo negyvybingos po 60 J/cm? $vitinimo dozeés, tuo
tarpu tik mazdaug pusé MDA-MB-231 lasteliy buvo negyvybingos, taciau
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likusios lastelés taip pat buvo paveiktos ir pasikeité jy morfologija, ji tapo
panadi j apoptuojandioms lasteléems biidingg morfologija. Svitinimas tiek
Rh*-Au NK, tick Rh-Au NK turéjo panasy poveikj lgsteléms, vizualiai
skirtumo tarp $iy nanoklasteriy poveikio nebuvo pastebéta. Kontroliniy
daleliy (be AuNK) gyvybingumas eksperimento metu nepakito
nepriklausomai nuo $vitinimo dozés.

Siekiant detaliau panagrinéti lasteliy morfologinius pokycius po Svitinimo,
lastelés buvo vaizdinamos didesniu didinimu ir papildomai fiksuojami §viesos
pralaidumo vaizdai (33 pav.). Net ir po maziausios dozés, 20 J/cm?, pakito kai
kuriy 1gsteliy morfologija. Kaip matyti 32 pav., kai kuriose lastelése atsiranda
pusleliy ir galima pastebéti apoptozei bidingus morfologinius pokyc¢ius (Van
Cruchten ir Van den Broeck, 2002). Po 40 J/cm? §vitinimo dauguma MCF-7
lasteliy Zista, taciau dauguma MDA-MB-231 vis dar gyvos (nusidazé
kalceinu — Zalia spalva), taciau pasikeité jy morfologija: beveik visos Iastelés
prarado joms biidinga forma ir tapo apvalios.

MCF-7 MDA-MB-231

20 J/lcm?

40 J/lcm?

60 J/icm?

33 pav. Rh*-Au NK (13,75 mg/ml, 24 val.) fotodinaminio poveikio jvertinimas MCF-7 ir
MDA-MB-231 Iasteléms po S$vitinimo 400/10 nm Sviesa. Lastelés buvo nudazytos
fluorescenciniais gyvybingumo dazais: gyvoms lasteléms vizualizuoti buvo naudojamas

kalceinas AM (zalias), o mirusioms lgsteléms vizualizuoti — propidzio jodidas (raudonas). Skalé
visuose vaizduose atitinka 50 pm.
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34 pav. yra pateikiamas kiekybinis Au NK fotodinaminio poveikio MCF-7
ir MDA-MB-231 Iasteléms jvertinimas. Lasteliy be nanoklasteriy
gyvybingumas po §vitinimo 60 J/cm? doze isliko nepakites ir apskaiciuotas
MCF-7 bei MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumas buvo daugiau nei 96 %.
Taip pat ir lasteliy, kurios buvo inkubuojamos su Rh'-AuNK arba
Rh-AuNK, bet nebuvo apsvitintos 400/10 nm S§viesa, gyvybingumai
nepasikeité ir jy gyvybingumas isliko 97 % ar didesnis. Sie tick sumazéjo
gyvybingumas lasteliy, kurios buvo inkubuotos su JSA-Au NK: MCF-7
lasteliy gyvybingumas nukrito iki 78 %, o MDA-MB-231 — iki 76 %.

Lasteles, kurios buvo inkubuotos su JSA-Au NK, paveikus 400/10 nm
Sviesa iki 35,7 J/em? dozés, buvo stebimas Zenklus lgsteliy gyvybingumo
sumazéjimas. MCF-7 lgsteliy gyvybingumas nukrito iki 13 %, tuo tarpu
MDA-MB-231 lasteliy — iki 52 %.

Kontrolé  JSA-Au NK Rh*-Au NK Rh'- Au NK
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34 pav. Kiekybinis JSA-Au NK, Rh*-Au NK ir Rh*-Au NK fotodinaminio poveikio jvertinimas
MCEF-7 ir MDA-MB-231 lasteléms, po S$vitinimo 400/10 nm Sviesa. Paklaidos Zzymi
standartinius nuokrypius. Grafike paZyméti statistiSkai reikSmingi skirtumai, lyginant su
kontrolinémis lastelémis (¥, p < 0,05); # rodo reik§mingus skirtumus tarp MCF-7 ir
MDA-MB-231 lasteliy linijy (p < 0,05).

Atlikus tyrimus su kraujo plazmoje sintetintais Au NK, buvo stebima
lasteliy gyvybingumo priklausomybé nuo §vitinimo dozés. ApsSvietus lasteles
20 J/em? doze, lasteliy, inkubuoty su Rh'™-AuNK arba Rh-AuNK,
gyvybingumas Siek tiek sumazéja. Siek tiek didesnj poveikj lasteliy
gyvybingumui turéjo Rh™-Au NK (MCF-7 — 93 %, MDA-MB-231 — 88 %),
lyginant su Rh™-Au NK (abiejy Igsteliy linijy 96 %). Taciau statistiné analizé
neparodé¢ jokiy statistiskai reikSmingy skirtumy tarp lgsteliy gyvybingumy,
lyginant Rh*-Au NK ir Rh*-Au NK poveikj. Padidinus $vitinimo doze¢ iki
40 J/em?, lgsteliy gyvybingumas pradéjo Zenkliai maZzéti. Pirmiausia, tiek
Rh*-Au NK, tiek Rh-Au NK turéjo didesnj fototoksinj poveikj MCF-7
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lasteléms nei MDA-MB-231 Igsteléms. MCF-7 lgsteliy gyvybingumas po
Svitinimo 40 J/cm? doze sumaz&jo iki 17 % ir 27 %, kai lgstelés pries §vitinimg
buvo inkubuotos atitinkamai su Rh™-Au NK ir Rh-Au NK. Po 60 J/cm?
poveikio visos MCF-7 lastelés buvo negyvos. Tuo tarpu MDA-MB-231
Igsteliy gyvybingumas po §vitinimo 40 J/cm? doze isliko 77 % ir 87 %, kai
lastelés buvo pries tai paveiktos atitinkamai su Rh™-Au NK ir Rh-Au NK. Po
didesnés dozés (60 J/cm?) isgyveno 38 % (Rh™-Au NK) ir 31 % (Rh-Au NK)
MDA-MB-231 lasteliy. Taigi, MDA-MB-231 lastelés buvo atsparesnés
fotodinaminiam poveikiui nepriklausomai nuo to, kurie Au NK buvo naudoti.

Siuo metu yra atspausdinti tik keli straipsniai, kuriuose buvo tiriamas Au
NK fototoksiskumas, taciau dél paciy Au NK skirtumy (skirtingo padengimo,
dydzio) bei taikomy eksperimentiniy metody skirtumy ar nepakankamos
informacijos apie juos (pavyzdziui, $vitinimo dozés, naudojamos Sviesos
galios tankis), sunku objektyviai palyginti gautus rezultatus su kity autoriy
darbais.

4.2. Retyjy zemiy metaly nanodaleliy ir chlorino es kompleksai

Siame darbe tiriamos dviejy tipy retaisiais Zemiy metalais legiruotos
nanodalelés ir ju kompleksai su Ces. Pirmiausia buvo tiriamos trisluoksnés
LiYF4:Tm* Yb¥@LiYFs@LiYF4Nd*" nanodalelés (toliau trumpinama
LiYFy4), vélesni tyrimai atlikti su keturiy sluoksniy LiLuFs:Nd**@LiLuF.@
LiYbF4:Er**@LiLuF4 nanodalelémis (toliau trumpinama LiLuF.4).

A Nd3+ B ‘
Nelegiruota ,\_?< A (
\of
Tm3+ Yb3+. 5

oY |
(20 |

35 pav. A) LiYF&Tm*", Yb*@LiYFs@LiYF4:Nd** nanodalelés, sudarytos i§ branduolio ir
dviejy apvalkaly bei padengtos DOPC/PEG-DOPE fosfolipidais, schema. Zadinant nanodalele
980 nm spinduliuote, Serdyje vyksta apkonversijos procesas ir yra i§spinduliuojama UV,
regimoji ir IR spinduliuoté. Zadinant 793 nm arba 806 nm spinduliuote, apkonversija nevyksta,
emituojama IR spindulivoté. B) LiYFs4 nanodaleliy vaizdas uZzfiksuotas perSvieCiamaja
elektronine mikroskopija. Adaptuota pagal Skripka ir kt., 2019.
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LiYF4 nanodaleliy schema ir per§vie¢iamosios elektroninés mikroskopijos
nuotrauka yra pateikta 35 pav. I§ perSvieciamosios elektroninés mikroskopijos
uzfiksuoto vaizdo, matome, kad nanodalelés yra rombo formos,
homogeniskos, nesuagregavusios. Nanodaleliy ilgosios rombo krastinés ilgis
yra 92,8 + 4,8 nm, o trumposios — 63,7 + 3,8 nm.

LiYF4Tm*",Yb*@LiYFs@ LiYF4:Nd*" nanodalelés Serdis yra sudaryta is
LiYFs matricos, legiruotos retyjy Zzemiy metaly jonais Tm>" (0,5 %) ir Yb*"
(25 %). Pasirinkti retyjy zemiy metalai sudaro sensibilizatoriaus —
aktyvatoriaus pora, kuri leidzia gauti apkonversijos procesa. Nanodalelés
Serdyje esantys Yb** jonai sugeria ties 980 nm ir perduoda energija Tm?*"
jonams. Tm*" jonai turi kelias emisijos juostas ultravioletingje, regimojoje ir
infraraudonojoje spektro dalyje. Nanodalelés Serdis buvo padengta LiYF,
sluoksniu. Sis sluoksnis nebuvo legiruotas, jo funkcija yra atskirti nanodalelés
Serdj nuo antrojo apvalkalo. Antrajj nanodalelés apvalkalg sudaro LiYF,
sluoksnis legiruotas Nd** jonais (1 %). Sis sluoksnis gali biiti suzadinamas
793 nm arba 806 nm §viesa ir pasizymi emisija infraraudonojoje srityje. Siame
sluoksnyje apkonversijos procesas nevyksta, vyksta emisija pagal Stokso
désnj: sluoksnis suzadinamas didesnés energijos spinduliuote, o emituoja
mazesnés energijos spinduliuote. Tam, kad bty padidintas nanodaleliy
stabilumas ir biosuderinamumas, jos buvo padengtos fosfolipidy
(DOPC/PEG-DOPE) sluoksniu.

A

36 pav. A) LiLuF4Nd**@LiLuF4@LiYbF4:Er**@LiLuFs nanodalelés sandara. B) LiLuF4
nanodaleliy per§vieciamosios elektroninés mikroskopijos vaizdas. Skalé 50 nm.

LiLuF4#Nd** @LiLuF4@LiYbF4:Er**@LiLuFs nanodalelés sudarytos i§
Serdies ir 3 ja dengian¢iy sluoksniy (36 pav. A). Siy nanodaleliy $erdis
sudaryta i§ LiLuFs matricos legiruotos Nd** jonais. Taigi, §iuo atveju
nanodalelés Serdis atlicka diagnosting funkcijg. Pirmasis dangalas LiLuF4 yra
optiskai neaktyvus, naudojamas diagnostinés ir terapinés daliy atskyrimui.
Antrasis dangalas sudarytas i§ LiYbF4 matricos legiruotos Er** jonais. Sis
sluoksnis atlieka $viesos apkonversijg ir naudojamas terapinei nanodalelés
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funkcijai atlikti. Papildomai dedamas optiskai neaktyvus LiLuF4 sluoksnis,
kuris yra reikalingas, kad biity kuo maZiau gesinamas uz apkonversijos
procesa atsakingas sluoksnis. PerSvieCiamosios elektroninés mikroskopijos
metodu buvo nustatytas Siy nanodaleliy dydis: ilgoji krastiné sieké
33,5+ 1,7 nm, o trumpoji krastiné — 30,8 + 1,4 nm (36 pav. B).

4.2.1. Retyjy Zemiy metaly nanodaleliy spektrinés savybés

37 pav. yra pateiktas LiYF4+:Tm*",Yb** @LiYFs@LiYF4:Nd*" nanodaleliy
emisijos spektras vandenyje. Dalelés buvo zadinamos 980 nm arba 806 nm
spinduliuote. Zadinant 980 nm spinduliuote vyksta apkonversijos procesas:
suzadinami Yb*" jonai, kurie perduoda energijag Tm**, véliau vyksta emisija i§
Tm?*" suzadinty energiniy lygmeny. LiYF4 nanodalelés pasizymi emisija nuo
UV iki IR spektrinés srities. Ryskiausios smailés yra: UV srityje ties 348 nm
ir 361 nm, mélynos smailés ties 452 nm ir 483 nm, Zalia smailé ties 512 nm,
raudona smailé ties 647 nm ir 793 nm smailé artimojoje IR srityje. Taip pat
zadinant 980 nm spinduliuote matomos dvi smailés ties 1001 nm ir 1021 nm,
atsiradusios dél emisijos pagal Stokso désnj. Zadinant 806 nm spinduliuote
apkonversijos procesas nevyksta, taciau vyksta emisija pagal Stokso désnj.
806 nm Sviesg sugeria Nd** ir emituoja infraraudonojoje srityje ties 866 nm,
886 nm, 913 nm, 1050 nm, 1076 nm ir 1315 nm.
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37 pav. LiYF4Tm*, Yb*" @LiYF4@LiYF4:Nd** nanodaleliy (0,8 mg/ml) emisijos spektras
distiliuotame vandenyje zadinant 980 nm (mélyna spalva) ir 806 nm (raudona spalva).

Emisijos intensyvumas, s. v.

IS Sio emisijos spektro matome, kad LiYFs pritaikymas gali biti labai
platus. Mus labiausiai domina ta elektromagnetiniy bangy sritis, kuri patenka
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] audiniy optinio skaidrumo langg, kadangi tokia Sviesa giliausiai
prasiskverbia j audinius. LiYF4 susikaupimg audiniuose biity galima stebéti
zadinant 980 nm ir registruojant liuminescencija ties 793 nm smaile, kuri
patenka ] pirmgjj audiniy optinio skaidrumo langg (650-950 nm), arba
zadinant 806 nm stebéti antrame audiniy optinio skaidrumo lange
(1050-1350 nm). Tuo tarpu emisija UV regione galéty biiti panaudota
vairiems, prie nanodalelés prijungtiems, fotosensibilizatoriams suzadinti,
kurie gerai sugeria UV srityje. Tokiu biidu bty uZtikrintas selektyvus
gydymas, organizmas bty Svitinamas nepavojinga IR spinduliuote, o UV
spinduliai biity iSspindulivojami lokaliai, tik tose lastelése, kuriose yra
nanodalelés. Kadangi UV spinduliuoté néra skvarbi, ji nepazeisty sveiky
audiniy, nes iki jy tiesiog nepraeity.

Taip pat buvo iSmatuoti LiLuFsNd**@LiLuFs@LiYbF4:Er**@LiLuF4
nanodaleliy spektrai distiliuvotame vandenyje (38 pav.). Zadinant daleles
793 nm bangos ilgio spinduliuote suzadinami LiLuF4 nanodaleliy Serdyje
esantys Nd*" jonai, kurie pasizymi emisija IR spektrinéje srityje. Buvo
registruojamos kelios emisijos juostos infraraudonojoje srityje ties 861 nm,
879 nm, 909 nm, 1046 nm, 1052 nm, 1073 nm. Zadinant nanodaleles 980 nm
suzadinamas LiYbF4Er** sluoksnis, $viesg sugeria Yb ir perduoda Er**
jonams. Vyksta apkonversijos procesas, emituojama Sviesa UV srityje ties
376 nm, violetingje srityje — 406 nm, zalioje ties 523 nm bei 547 nm,
raudonoje ties 652 nm bei 668 nm ir 756 nm smailé artimoje IR srityje.
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38 pav. LiLuFxNd*@LiLuF4@LiYbF4Er’*@LiLuFs nanodaleliy (0,1 mg/ml) emisijos
spektras distiliuotame vandenyje zadinant 980 nm (mélyna spalva) ir 793 nm (raudona spalva).
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Lyginant LiYF4 ir LiLuFs nanodaleliy spektrus galime pastebéti, kad
LiLuF4 nanodaleliy emisija yra didesnio intensyvumo, nors matuota mazesné
koncentracija. Emisijos juostos IR srityje i§ Nd** jony abiejuose nanodalelése
panasios, skiriasi tik intensyvumai. Tuo tarpu apkonversijos emisijos juostos
skiriasi: LiYF4 nanodaleliy intensyviausia juosta yra ties 793 nm, o LiLuF4 —
ties 668 nm. 793 nm emisijos juosta tinkamesné vaizdinimui IR srityje, taciau
néra tinkama FS suzadinimui. Kita vertus, 668 nm emisijos juosta gali biiti
naudojama tiek vaizdinimui raudonoje srityje, tiek FS, tokiy kaip Ces,
suzadinimui. Toliau buvo nagrinéjama, kaip persidengia LiYF4 bei LiLuF.
nanodaleliy emisijos spektrai su Ces sugerties spektrais.

4.2.2. Komplekso sudarymas ir charakterizavimas

39 pav. yra pateikti LiYF4 nanodaleliy bei LiYF4-Ces komplekso emisijos
spektrai, normuoti ties 793 nm, bei Ces sugerties spektrai, kai Ceg yra laisvas
tirpale arba komplekse su LiYF4. Matome, kad LiYF4 nanodaleliy emisijos ir
Ces sugerties spektrai dalinai persidengia. Vadinasi, zadinant LiYF4 980 nm,
ju iSspinduliuota UV ir regimoji Sviesa gali biiti sugerta Ces molekuliy.
Kadangi LiYFs-Ces komplekse Ces molekulés yra iSsidésCiusios LiYF.
pavirsiuje, net ir neskvarbi UV Sviesa suzadina Ces molekules. Tai leidzia
daryti prielaidg, kad susintetintas LiYFs-Ces kompleksas veiks kaip
fotosensibilizatorius, kompleksg zadinant 980 nm lazerio spinduliuote.
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39 pav. LiYF&Tm3, Yb3* @LiYF4@LiYF4:Nd*" nanodaleliy, chlorino es bei ju komplekso

spektrinés savybés distiliuotame vandenyje.
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Nagrinéjant 39 pav. pateiktus Ces sugerties spektrus, galime pastebéti, kad
Ces sugerties spektras pasikeicia kai prisijungia prie LiYFs nanodaleliy
pavirSiaus ir suformuoja kompleksa. Ce¢ sugerties spektras turi ryskias
chlorinams buidingas juostas. Ryskiausia yra Soret juosta ties 403 nm. Kitos,
maziau intensyvios juostos, yra vadinamos Q juostomis. Q juostos yra
numeruojamos nuo ilgabangés $viesos link trumpabangés Sviesos. Q(I) juosta
yra ties 654 nm, Q(II) juosta — 600 nm, Q(III) juosta — 535 nm, o Q(IV) —
504 nm. Matome, kad LiYFs-Ces komplekse esancio Ceg sugerties spektras
pasikeité — Soret juosta pasislinko per 1 nm, o Q(I) juosta — per 3 nm j
ilgabangj §viesos diapazona. Sis pokytis jvyko dél to, kad pasikeité Ces
molekuliy aplinka. Ces spektras matuotas vandeningje terpéje, taigi, Ces
molekulés yra apsuptos vandens molekuliy. Kai Ces molekulés inkubuojamos
su LiYFy, jos iSsidésto LiYF4 fosfolipidiniame sluoksnyje, vadinasi, jos yra
apsuptos fosfolipidy, o ne vandens. Sie spektro poky¢iai patvirtina, kad tikrai
ivyko komplekso susidarymas (Valanciunaite ir kt., 2010). Ta¢iau matome,
kad Ces molekuliy sugertis reikSmingai nepasikeité, i§liko chlorinams biidinga
spektro forma ir sugerties intensyvumas toks pats, kaip ir laisvo Ceg. Vadinasi,
buidamas LiYFs-Ces komplekso sudétyje, Ces turéty atlikti
fotosensibilizatoriaus funkcijas.

. V.
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40 pav. LiLuFsNd*@LiLuF4@LiYbF4:Er**@LiLuFs nanodaleliy, chlorino es bei jy
komplekso spektrinés savybés distiliuotame vandenyje.

LiLuF4 nanodaleliy emisijos persidengimas su Ces sugerties spektru yra
pavaizduotas 40 pav. Matome, kad persidengimas yra geresnis — t. y. daugiau
spektriniy juosty persikloja. LiLuF4 emisijos juostos ties 376 nm ir 406 nm
persikloja su Ceg Soret sugerties juosta, o 652 nm ir 668 nm juostos — su Q(I)
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juosta. Be to, lyginant LiLuF4 nanodaleliy su LiLuF4-Ces komplekso emisijos
spektrus, galima pastebéti kad atsiranda iSplatéjimas ties 668 nm LilLuF,
emisijos juosta. Siekiant jvertinti ar juostos iSplatéjimas atsiranda dél Ces
fluorescencijos, buvo iSmatuota LiLuFs-Ces komplekso fluorescencija
zadinant j Ces su 405 nm Sviesa. 40 pav. matome, kad Ces, esancio komplekse,
fluorescencija sutampa su juostos iSplatéjimu, matomu zadinant LiLuF4-Ces
su 980 nm spinduliuote. Taip pat galima pastebéti, kad Ces, esancio
komplekse, fluorescencijos juosta pasislinko, lyginant su laisvo Ces
fluorescencija. Sis poslinkis atsirado dél Ces molekuliy mikroaplinkos
pasikeitimo ir patvirtina, kad Ces prisikabino prie LiLuFs4 nanodaleles
dengiancio polimero.

ElLvF, @= 128 + 10 nm ¢=-12,1 +0,6 mV
I LiYF,Ce, @=133+3nm (=-31,1+03mV
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41 pav. LiYF4, LiYFs-Ces, LiLuF4 bei LiLuF4-Ces nanodaleliy hidrodinaminis skersmuo ir zeta
potencialai distiliuotame vandenyje.

o
o

Ivairiems biologiniams taikymams labai svarbiis parametrai yra
nanodaleliy dydis ir stabilumas, todél papildomai buvo iSmatuotas nanodaleliy
hidrodinaminis skersmuo bei zeta () potencialas (41 pav.). Gauti rezultatai
parodé, kad LiYF4 nanodaleliy hidrodinaminis skersmuo yra 128 + 10 nm, o
prijungus Ces molekules diametras padidéja iki 133 + 3 nm. Tuo tarpu LiLuF,
nanodalelés yra daugiau nei dvigubai mazesnés — jy hidrodinaminis skersmuo
yra 50 £ 11 nm, o prijungus Ces molekules padidéja iki 52 + 13 nm. Mazesnis
nanodaleliy dydis gali nulemti geresnj patekimg j lasteles. Optimaliausias
nanodaleliy dydis patekimui j lgsteles yra 40-50 nm (Jiang ir kt., 2008;
Hoshyar ir kt., 2016). Kita vertus, kad nanodalelés nebiity imuninés sistemos
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pasalintos i$§ kraujotakos j kepenis ar bluznj, jy dydis neturéty virSyti 200 nm
(Zhang ir kt., 2021b). Remiantis vien hidrodinaminio dydZio matavimais, tick
LiYF,, tiek LiLuFs; nanodalelés yra tinkamos tolimesniems tyrimams
biologinése sistemose, kadangi jy dydis nevirSija 200 nm, taciau mazesnés
LiLuF; tikétina geriau kaupsis Iastelése.

Zeta potencialas yra potencialy skirtumas tarp koloidinés nanodalelés
pavirSiaus ir ja dengian¢iy molekuliy sluoksnio. Zeta potencialas yra svarbus
ir lengvai iSmatuojamas koloidiniy tirpaly stabilumo rodiklis. Mazas zeta
potencialas (artimas 0) rodo, kad koloidinis tirpalas yra nestabilus, tuo tarpu
didelis zeta potencialas, nepriklausomai nuo kriivio (teigiamas ar neigiamas)
rodo, kad koloidinis tirpalas yra stabilus. Siekiant iStirti ar tyrimuose
naudojami LiYF4 bei LiLuF, vandeniniai tirpalai yra stabilis, bei kokia jtaka
stabilumui turi Ces prijungimas, buvo atlikti zeta potencialo matavimai.
Matavimy rezultatai parodé, kad nanodalelés ir jy kompleksai su Ces turi
neigiamg krtvj. Buvo nustatyta, kad Ces prijungimas prie LiYF4 nanodaleliy
padidina ne tik jy dydj, bet ir stabilumg: zeta potencialas padidéja nuo
—-12+£0,6 mV iki -31,1+0,3 mV. Stabilumo padidéjimas atsispindi ir
hidrodinaminio dydzio pasiskirstyme: 41 pav. matome, kad LiYF4
nanodaleliy dydis yra labiau iSsibarstes nei LiYF4-Ces komplekso. PrieSingai
nei LiYF4, LiLuFs nanodaleliy stabilumas prijungus Ces sumazéja ir zeta
potencialo verté pasikeicia nuo —34,8 = 0,5 mV iki —24,6 + 1,5 mV.

4.2.3. Singuletinio deguonies generavimo tyrimai

Singuletinio deguonies generavimo nustatymui buvo naudojamas
singuletinio deguonies indikatoriumi SOSG. Vandeniniai tirpalai LiYF, Ces
ir LiYF4-Ces tirpalai buvo Svitinami 980 nm arba 806 nm lazerio spinduliuote.
42 pav. yra pateiktas SOSG fluorescencijos intensyvumo pokytis atspindintis
Siy tirpaly 'O, generavimo efektyvumg. Ces, $vitinamas 980 nm lazerio
spinduliuote singuletinio deguonies negeneruoja visai. Svitinant LiYF,
susidaré nedidelis kiekis 'O». Pa¢ios nanodalelés neturéty pasizyméti savybe
generuoti singuletinj deguonj. Matoma 'O, generacija galéjo atsirasti, dél
netiesiogiai zadinamo SOSG §vitinimo metu. 980 nm spinduliuoté suzadino
LiYFs, kurios dél apkonversijos iSspinduliavo S$viesg regimojoje srityje.
Pastaroji galéjo suzadinti SOSG molekules ir inicijuoti fotocheminius
poky¢ius Svitinimo metu. Taciau negalime atmesti galimybés, kad pacios
LiYF4 nanodalelés $vitinamos 980 nm spinduliuote generuoja 'O,. LiYF4-Ces
komplekso $vitinimo metu susidaro didesnis kiekis 'O,, lyginant su
bandiniais, kuriuose buvo tik LiYF4 nanodalelés be Ces. Kadangi 980 nm
spinduliuoté suzadina tik LiYF4, galime teigti, kad susidariusiame komplekse
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sékmingai vyksta LiYF4 iSspinduliuotos $viesos sugertis Ces molekulése.
Zadinant tirpalus 806 nm lazeriu, nei viename i§ tirpaly 'O, nesusidaré.
Vadinasi, nei pacios LiYFs nanodalelés, nei LiYFs;-Ces kompleksas
negeneruoja 'O, veikiant 806 nm spinduliuote ir §i spinduliuoté gali bati
naudojama diagnostinéms LiYF4-Ceg savybéms realizuoti.
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42 pav. LiYF4 nanodaleliy, Ces bei LiYF4-Ces komplekso singuletinio deguonies generavimo
efektyvumas, bandinius $vitinat 980 nm arba 806 nm lazeriu. ISmatuota naudojant singuletinio
deguonies indikatoriy SOSG.

Analogiskas 'O, generacijos tyrimas buvo atliktas ir su LiLuFs bei
LiLuF4-Ces nanodalelémis. Siuo atveju kontroliniai bandiniai su LiLuFa,
LiLuF4-Ces ir Ces buvo laikomi tamsoje, o tiriamieji — $vitinami su 980 nm
tol, kol pasiekiamas maksimalus SOSG fluorescencijos intensyvumas. Kaip
matome 43 pav. SOSG fluorescencijos intensyvumas augo tik tuose
bandiniuose, kuriuose buvo LiLuFs-Ces kompleksas, kitaip nei LiYF4, pacios
LiLuFs nanodalelés 'O, §vitinimo metu negeneravo. Bandiniuose su
LiLuF4-Ces kompleksu SOSG fluorescencija iSaugo daugiau nei 6 kartus,
surinkus 1860 J/cm? ir §vitinant didesnémis dozémis fluorescencijos
intensyvumas nebeaugo. Tuo tarpu bandiniuose su LiYF4-Ces po panaSios
$vitinimo dozés SOSG fluorescencijos intensyvumas iSaugo daugiau nei 9
kartus. Sie duomenys rodyty, kad LiYFs-Ces intensyviau generuoja 'O:
lyginant su LiLuFs-Ces. TaCiau vien 'O, generacijos efektyvumas tirtas
tirpaluose neparodo, kurios nanodalelés yra tinkamesnés pritaikymui FNT, dél
to yra biitina atlikti tyrimus su lgstelémis.
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43 pav. LiLuF4 nanodaleliy, Ces bei LiLuF4-Ces komplekso singuletinio deguonies generavimo
efektyvumas, bandinius Svitinant 980 nm lazeriu arba laikant tamsoje. ISmatuota naudojant
singuletinio deguonies indikatoriy SOSG.

4.2.4. Susikaupimas vézinése lgstelése ir biosuderinamumas

LiYFs, LiYF4-Ces, LiLuF4 bei LiLuF4-Ces susikaupimas kriities véZinése
lastelése po 24 val. inkubacijos yra pateiktas 44 pav. Nanodaleliy
susikaupimas lastelése buvo vertinimas kokybiskai konfokalinés
mikroskopijos metodu. Lastelés buvo inkubuojamos su nanodalelémis 24 val.,
tada fiksuojamos ir daZzomos fluorescenciniais dazais. Véliau fiksuoti
bandiniai buvo vaizdinami konfokaliniu mikroskopu.

44 pav. matome, kad visos tirtos nanodalelés (raudona spalva) susikaupia
lastelése ne difuziSkai, o iSsidésto vezikulése netoli Igsteliy branduoliy
(mélyna spalva), tadiau j padius branduolius nanodalelés nepatenka. Siy
nanodaleliy susikaupimas lastelése atitinka tipinj retaisiais Zemiy metalais
legiruoty nanodaleliy kaupimasi lastelése, aprasyta, kitose publikacijose
(Baziulyte-Paulaviciene ir kt., 2017; Voronovic ir kt., 2021; Klimkevicius ir
kt., 2022).

Nanodaleliy patekimo ] Iasteles budai labai priklauso nuo paciy
nanodaleliy dydzio, naudojamy dangaly ir formos (Panzarini ir kt., 2018).
Siame darbe, tyrimai, skirti nustatyti tiksliam patekimo mechanizmui, nebuvo
atlikti. Ta¢iau i§samiis LiYF4:Yb*", Tm3" nanodaleliy patekimo mechanizmo
tyrimai apraSyti Voronovic ir kt. publikacijoje (Voronovic ir kt., 2021). Buvo
nustatyta, kad LiYF4:Yb*" Tm*" nanodalelés | MCF-7 ir MDA-MB-231
lasteles patenka endocitozés arba makropinocitozés biidu, o tikslus patekimo
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mechanizmas priklauso nuo nanodaleliy padengimo ir baltyminio vainiko,
kuris susidaro nanodalelei sgveikaujant su Igsteliy mitybinés terpés baltymais.
Publikacijoje buvo parodyta, kad fosfolipidais padengtos LiYF4:Yb*", Tm?*
nanodalelés j lasteles patenka nuo kaveolino priklausomos endocitozés budu,
padengtos citratu — j MCF-7 lasteles patenka taip pat nuo kaveolino
priklausomos endocitozés biidu, tac¢iau ] MDA-MB-231 Iasteles — nuo klatrino
priklausomos endocitozés biidu. Tuo tarpu apie silicio oksidu padengtas
nanodaleles susiformuoja didZiausias baltyminis vainikas, jy dydis padidéja ir
dél to i lasteles patenka makropinocitozés biidu (Voronovic ir kt., 2021).
Kitame tyrime buvo parodyta, kad LiYF4:Yb*",Tm*", padengtos lipidy
dvisluoksniu, ] zmogaus plauciy vézio lasteles A549 pateko nuo klatrino arba
nuo kaveolino priklausomos endocitozés biidu, taciau dalis nanodaleliy pateko
ir pasyviosios pernasos biidu (Rojas-Gutierrez ir kt., 2019).

LiYF4 LiYF4-Ceg LiLuF4

LiLuF4-Ceg

MCF-7

MDA-MB-231

R

44 pav. LiYF4, LiYF4-Ces, LiLuF4 bei LiLuF4-Ces (raudona spalva, Azd = 980 nm)
susikaupimas kriities vézinése lastelése MCF-7 bei MDA-MB-231 po 24 val. inkubacijos.
Nanodaleliy koncentracija 0,1 mg/ml. Lasteliy branduoliai nudazyti su branduoliy dazu
Hoechst 33258 (mélyna spalva, Azd =404 nm), citoskeletas su Phalloidin-Alexa488 (zalia
spalva, Azad = 488 nm). Skalé 50 pm.

Siame tyrime naudotos LiYF4 nanodalelés buvo panasaus dydzio kaip ir
Voronovic ir kt. publikacijoje bei padengtos fosfolipidais, tad greiCiausiai jos
1 lasteles pateko nuo kaveolino priklausomos endocitozés biidu. LiLuF4
nanodalelés buvo padengtos komerciskai jsigytu polimeru, bitent Siuo
polimeru padengty nanodaleliy kaupimasis lastelése nebuvo tirtas, taciau
pagal nanodaleliy dydj, tikétina, kad jos j lgsteles pateko endocitozés biidu,
nors tiksliam patekimo mechanizmui nustatyti reikeéty atlikti daugiau tyrimy.

Vertinant LiYFs ir LiYF4-Ces susikaupimg MCF-7 bei MDA-MB-231
lastelése, buvo pastebéta, kad LiYF4-Ces emisijos signalas buvo mazesnis nei
LiYF4, iSlaikant tas pacias salygas. LiYFs nanodaleliy emisija buvo
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fiksuojama mélyname kanale (450/17 nm) ir tik véliau mélyna buvo pakeista
1 raudong pseudo spalva, kad biity aisSkesnis atvaizdavimas. Kadangi Ces
sugeria toje pacioje srityje, natiiralu, kad fiksuojama LiYF4 emisija sumazéjo
dél Ceg sugerties. Tokio signalo sumazéjimo nebuvo pastebéta vertinat LiLuF,
bei LiLuF4-Ces susikaupimag lastelése, priesingai, pastebéta, kad LiLuF4-Ces
signalas yra intensyvesnis, taciau $iy nanodaleliy emisija buvo fiksuota
raudoname kanale (>620 nm), tad kartu buvo fiksuojama ir Ces fluorescencija.
Taip pat buvo pastebéta, kad LiYFs4 ir LiYFs-Ces nanodalelés geriau
kaupiasi MDA-MB-231, nei MCF-7 lastelése. MCF-7 lastelés yra linkusios
formuoti kolonijas, tuo tarpu MDA-MB-231 linkusios augti grupémis, taciau
kolonijy nesudaro. Biitent $is skirtumas gali lemti tai, kad tiek LiYF; ir
LiYF4-Ces geriau susikaupé MDA-MB-231 Igstelése. I§ 44 pav. matome, kad
nanodalelés yra linkusios kauptis MCF-7 kolonijy iSorinése lastelése, tuo
tarpu j patj kolonijos centrg nanodaleliy patekimas yra ribotas. ISimtis — mazos
MCEF-7 lasteliy kolonijos, sudarytos i§ 3-6 lasteliy, kuriose kiekviena Igstelé
yra kolonijos kraste. Analizuojant LiLuF; ir LiLuFs-Ces susikaupima
lastelése, nebuvo pastebéta jokio skirtumo, priklausomai nuo Igsteliy linijos.
Tiek MCF-7, tieck MDA-MB-231 LiLuF; ir LiLuFs-Ces susikaupimas buvo
labai panasus. Sie LiYFs ir LiLuFs nanodaleliy susikaupimo Iastelése
skirtumai galéjo atsirasti dél skirtingy patekimo j lasteles mechanizmy.

LiYF, LiYF,-Ce, LiLuF, LiLuF -Ce,
i
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45 pav. MCF-7 bei MDA-MB-231 Iasteliy gyvybingumas po 24 val. poveikio su LiYFg,
LiYFs-Ces, LiLuF4 bei LiLuF4-Ces nanodalelémis. ISmatuota naudojant LDH citotoksiskumo
tyrimo rinkinj. Paklaidos rodo standartinj nuokrypj. * pazyméta statistiskai patikimi skirtumai
lyginant su kontrole, # rodo statistiskai reik§mingus skirtumus tarp MCF-7 ir MDA-MB-231
lasteliy (p < 0,05).

Lasteliy gyvybingumas,
N g [e)] [e0)

o

Siekiant nustatyti ar LiYFs4, LiYF4-Ces, LiLuFs bei LiLuF4-Ces
nanodalelés yra biosuderinamos, buvo istirtas tamsinis toksiSkumas naudojant
i8siskyrusio LDH nustatymo rinkinj. Tyrimo metu plokstelé, kurioje lastelés
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inkubuotos su nanodalelémis, buvo uzdengta aliuminio folija, kad nepatekty
Sviesa ir nesukelty fotosensibilizuoty procesy, galinCiy sumazinti lgsteliy
gyvybinguma. 45 pav. matome, kad tiek pacios nanodalelés, tiek jy ir Ces
kompleksai nesukelia toksinio poveikio lgsteléms. MCF-7 lasteliy
gyvybingumas po poveikio su nanodalelémis nepakito ir i§liko toks pat, kaip
ir kontroliniy lasteliy. MDA-MB-231 Iasteliy gyvybingumas po 24 val.
inkubacijos su LiYF, ir LiYF4-Ces nukrito iki 95 %, taciau nors Sis pokytis
yra statistikai reikSmingas lyginant su kontrole, taciau yra nedidelis, todél
galime teigti, kad nanodalelés nesukélé toksinio poveikio MDA-MB-231
lasteléms. LiLuF4 ir LiLuF4-Ces neturéjo statistiskai reikSmingo poveikio
MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumui.

Kol kas dar néra vieningos iSvados apie retaisiais Zemiy metalais legiruoty
nanodaleliy toksiSkuma, kadangi néra sukaupta papildomai duomeny. Ivairiy
moksliniy grupiy atlikti tyrimai skiriasi tarpusavyje tirtomis nanodalelémis,
gyvybingumo matavimo metodikomis, naudotomis lgsteliy linijjomis bei
nanodaleliy koncentracijomis. Todél gautus rezultatus yra sunku palyginti
tarpusavyje. Vienas svarbesniy veiksniy, lemianciy nanodaleliy toksiskuma,
yra pavirSiaus padengimas. Pavyzdziui, Wysokinska ir kt. nustaté, kad
nepadengtos NaGdF:@Yb*":Er** nanodalelés sukelia toksinj poveikj pelés
embriono fibroblastams NIH3T3 bei makrofagams RAW264.7, taciau
nanodaleliy padengimas PEG toksiskuma sumazina (Wysokinska ir kt., 2016).
Misy grupés tyrimai parodé, kad 0,04-0,4 mg/ml skirtingy apvalkaly
(fosfolipidy, citrato, silicio) LiYF4:Yb*",Tm** nanodalelés neturi statistiskai
reikSmingo poveikio MCF-7, MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumui
(Voronovic ir kt., 2021). Tadiau véliau tiriant tas pacias LiYF4:Yb** Tm3*
nanodaleles buvo pastebéta, kad 0,1 mg/ml koncentracijos nepadengtos arba
padengtos polimerais nanodadelés po 24 val. inkubacijos sukélé nedidelj
toksinj poveiki MDA-MB-231 lgsteléms (gyvybingumas sumazéjo iki
70-80 %), nors MCF-7 lasteléms poveikio nebuvo (Klimkevicius ir kt., 2022).
Dauguma mokslininky sutinka, kad retaisiais Zemiy metalais legiruotos
nanodalelés neturi jokio toksinio poveikio trumpuose laiko intervaluose,
taciau iki Siol dar néra zinoma, kokig jtakg organizmui nanodalelés turéty
ilgalaikéje perspektyvoje (Chen ir kt., 2014; Gnach ir kt., 2015). Wang ir kt.
istyré NaYF4#Yb*',Er’* nanodaleliy, padengty polimeriniais dangalais,
toksisSkumg zmogaus kepeny karcinomos lgstelése (HepG2) jvairiais metodais
ir pasteb¢jo, kad virsijus 0,05 mg/ml koncentracijg, nanodalelés po 48 val.
inkubacijos sukelia toksinj poveikj HepG2 Igsteléms, nors po 24 val.
gyvybingumas nebuvo pakitgs (Wang ir kt., 2020). Kitas svarbus aspektas, |
kurj reikia atsizvelgti — nanodaleliy stabilumas organizme. Wysokinska ir kt.
nustaté, kad NaGdFsYb*' Er’' nanodalelés sukelia toksinj poveikj
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makrofagams ir eksperimentiSkai pademonstravo, kad toksiSkumg sukelia Gd
jonai, atsirad¢ yrant nanodaleléms (Wysokinska ir kt., 2019).

4.2.5. LiYF4-Ces komplekso fotosensibilizacinis poveikis

MCF-7 MDA-MB-231
980 nm

o g
G &
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46 pav. MCF-7 bei MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumas po 24 val. inkubacijos su Ces, LiYFa,
LiYF4-Ces kompleksu ir 30 min $vitinimo 980 nm arba 806 nm lazerio spinduliuote (gahos
tankis 500 mW/cm?). Svitinimo dozé 900 J/cm?. Lastelés nudazytos gyvybingumo dazais. Zalia
spalva — kalceinas, dazantis gyvas lgsteles, raudona spalva — etidzio homodimeras-1, dazantis
negyvas lasteles. Skalé 100 pm.

LiYFs-Ces komplekso tinkamumas FNT buvo patikrintas naudojant
MDA-MB-231 ir MCF-7 lgsteliy monosluoksnius. Lastelés buvo $vitinamos
980 nm arba 806 nm lazeriu ir dazomos gyvybingumo dazais kalceinu ir
etidzio homodimeru-1. Gauti rezultatai yra pateikti 46 pav. Siame paveiksle
matome, kad abiejy lasteliy linijy monosluoksniai (kontrol¢) po $vitinimo
lazerio spinduliuote yra nepazeisti, lastelés yra gyvybingos. Vadinasi, parinkta
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900 J/em? $vitinimo dozé ir lazerio intensyvumas neturi poveikio lgsteliy
gyvybingumui. Taip pat matome, kad lastelés, inkubuotos tik su Ces arba
LiYF4, po Svitinimo iSlieka gyvybingos. Taigi, Ces ir LiYF4 yra netoksiski
lasteles apSvietus 806 nm arba 980 nm lazerio spinduliuote. Daugiausiai
negyvy lasteliy galime matyti bandiniuose, kurie buvo inkubuoti su LiYFs-Ces
kompleksu. Matome, kad $vitinimas 980 nm lazeriu Igsteles paveiké toksiskai.
Vadinasi, jvyko antrinis Ces molekuliy suzadinimas ir lastelése buvo
generuojamas singuletinis deguonis. Tuo tarpu $vitinant 806 nm lazerio
spinduliuote, lastelés inkubuotos LiYF4-Ces kompleksu isliko gyvybingos.
Sie rezultatai rodo, kad tiek LiYF,, tick LiYFs-Ces sékmingai galéty biiti
naudojamos diagnostikai ir biovaizdinimui, nepakenkiant lasteléms. Taip pat
LiYFs-Ces kompleksas turi potencialo biiti pritaikytas kaip fotovaistas.
Papildomai buvo kiekybiskai jvertintas LiYF4 nanodaleliy bei LiYF4-Ces
komplekso poveikis Igsteliy gyvybingumui po $vitinimo 806 nm arba 980 nm
lazerio spinduliuote. Lasteliy gyvybingumas buvo apskaiCiuotas i§
mikroskopijos vaizdy naudojant programg ImageJ. Kaip matome 47 pav.,
MCF-7 ir MDA-MB-231 lgsteliy gyvybingumas zenkliai sumaz¢jo, tik tada,
kai lIgstelés buvo inkubuotos su LiYFs4-Ces kompleksu ir Svitintos 980 nm
spinduliuote. MCF-7 lasteliy gyvybingumas nukrito iki 61,3 + 4,7 %, o
MDA-MB-231 lasteliy — iki 44,6 + 9,4 %. Taigi, Siuo atveju MDA-MB-231
lastelés buvo labiau paveiktos. Kituose bandiniuose buvo nedidelis Iasteliy
gyvybingumo pasikeitimas arba Igsteliy gyvybingumas nepasikeité visai.
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47 pav. Kiekybinis Ces, LiYF4 ir LiYF4-Ces fotodinaminio poveikio jvertinimas MCF-7 ir
MDA-MB-231 lasteléms, po §vitinimo 806 nm bei 980 nm Sviesa. Paklaidos Zymi standartinius
nuokrypius. Grafike pazyméti statistiSkai reikSmingi skirtumai, lyginant su kontrolinémis
lastelémis (*, p < 0,05). Statistiskai reik§mingo skirtumo tarp MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy
linijy nebuvo (p < 0,05).
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4.2.6. Tyrimai lgsteliy sferoiduose

Siekiant priartinti modeling sistemg prie in vivo tyrimy, LiYF4 ir
LiYF4-Ces, susikaupimas taip pat buvo istirtas ir MDA-MB-231 lgsteliy
sferoiduose (48 pav. A). Pirmiausia buvo suformuoti MDA-MB-231 Iasteliy
3D sferoidai kabancio laso metodu, véliau suformuoti sferoidai buvo
inkubuojami 24 val. su LiYF,; arba LiYF4-Ceg bei lasteliy branduoliy dazu
Hoechst. Po inkubacijos buvo atlickamas vaizdinimas konfokaliniu mikro-
skopu, darant optinius pjivius skirtingose sferoido plokStumose. Rezultatai
parodé, kad tiek LiYFs, tieck LiYFs-Ces susikaupé pavirSinése sferoidy
lastelése, gilesniuose sluoksniuose nanodaleliy emisija nebuvo fiksuojama (48
pav. raudona spalva). Tuo tarpu lasteliy branduoliy dazas prasiskverbé iki

A Emisija

Pralaidumas Bendras

Asag=404 nm A3a4=980 nm

LiYF4

LiYF4-Ceg

os]

LiYF4-Ceg
980 nm

806 nm
o

48 pav. A — MDA-MB-231 lasteliy sferoidai, inkubuoti 24 val. su LiYF4 nanodalelémis arba
LiYFs-Ces kompleksu (raudona spalva, Azd = 980 nm), tiesiogiai Ces buvo Zzadinamas
Azad = 404 nm, paveiksle — geltona spalva. Lasteliy branduoliai nudazyti su branduoliy dazu
Hoechst 33258 (mélyna spalva, Azad = 404 nm). Skalé 200 um. B — MDA-MB-231 lasteliy
sferoidai inkubuoti 24 val. su LiYF4 nanodalelémis arba LiYFs-Ces kompleksu ir Svitinti
806 nm arba 980 nm 3viesa (0,5 W/ecm%; 900 J/em?) ir nudazyti gyvybingumo dazais. Zalia
spalva — kalceinas, dazantis gyvas lasteles, raudona spalva — etidzio homodimeras-1, dazantis
negyvas lasteles. Skalé 200 pm.
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sferoidy centrinés dalies (48 pav. mélyna spalva). Taigi, matome, kad LiYF4
ir LiYF,-Ces prasiskverbimas j lasteliy sferoida yra ribotas. Sie rezultatai
sutampa su ankstesniais tyrimais, kuriy mety buvo tiriamas kvantiniy tasky
prasiskverbimas j sferoida: kvantiniai taskai taip pat susikaupia tik pavirSinése
MDA-MB-231 sferoidy Iastelése (Jarockyte ir kt., 2018). Taip pat i§ 48 pav. A
matome, kad LiYFs, susikaupusiy lastelése, emisijos intensyvumas yra
didesnis nei LiYF4 ir LiYF4-Ces, zadinant 980 nm lazeriu. Taip yra dél to, kad
dalj spinduliuotés sugeria Ces molekulés. Be to, zadinat 404 nm spinduliuote,
fiksuojama intensyvi Ces fluorescencija raudoname kanele, kurios vieta
sutampa su stebima LiYFs; emisija. Sumazéjusi LiYFs4 emisija ir jos
persidengimas su Ces reiskia, kad Ces iSlieka prisijunges prie LiYF; ir jo
gebéjimas fluorescuoti nepakinta.

Papildomai buvo atliktas MDA-MB-231 Igsteliy sferoidy, inkubuoty su
LiYF4 ir LiYF4-Ces Svitinimas 980 nm arba 806 nm lazeriu (0,5 W/cm?) iki
900 J/cm? dozés. Po $vitinimo sferoidai buvo laikomi inkubatoriuje 24 val.,
véliau dazomi gyvybingumo daZzais ir vaizdinami konfokaliniu mikroskopu.
I§ gauty rezultaty (48 pav. B.) matome, kad sferoiduose, kurie buvo inkubuoti
su LiYF4-Ceg ir Svitinti 980 nm spinduliuote, pavirSinés lastelés zuvo (raudona
spalva), o giliau esancios lastelés isliko gyvybingos (zalia spalva). Taigi, Zuvo
tik tos Igstelés, kuriose buvos susikaupe LiYF4-Ces, 0 kitos lgstelés nebuvo
pazeistos. Svitinant 806 nm spinduliuote poveikiy Igsteliy gyvybingumui
nebuvo. Taip pat sferoidy, kurie buvo inkubuoti su LiYFs, lastelés isliko
gyvybingos. Sis tyrimas patvirtina lgsteliy monosluoksniuose gautus
rezultatus, kad LiYFs-Ces gali buti naudojamas saugiai kaip diagnostiné
priemoné apSvieCiant 806 nm spinduliuote bei kaip fotovaistas naudojant
980 nm spindulivotg. Taciau vis dar iSlieka LiYF4-Ces prasiskverbimo j
navika problema. Kadangi LiYF4-Ces susikaupia tik pavirSinése lastelése,
dabartinis LiYF4-Ces pritaikymas FNT in vivo tyrimuose nebiity efektyvus.
Todél vélesniuose tyrimuose buvo ieSkoma kaip pagerinti nanodaleliy
pernasg. Pasirinkta taikyti mezenchimines kamienines lasteles kaip
nanodaleliy nesikl;.

4.2.7. MKL kaip nanodaleliy nesikliai

Siekiant pagerinti nanodaleliy pernasg, buvo tiriamos odos MKL kaip
potencialus nanodaleliy nesiklis. Pirmiausia buvo istirtas LiLuF4 ir LiLuF4-
Ces susikaupimas MKL. MKL buvo inkubuojamos su 0,1 mg/ml LiLuF4 ir
LiLuF4-Ces, véliau lgstelés buvo fiksuojamos, dazomos fluorescenciniais
dazais ir vaizdinamos konfokaliniu mikroskopu. Po 3 val. inkubacijos su
LiLuF4 jau yra matomas nedidelis nanodaleliy susikaupimas MKL (49 pav.
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raudona spalva). [lginant inkubacijos laikg iki 6 val. ar 24 val., buvo stebimas
didesnis LiLuFs susikaupimas. Nanodalelés kaupési lasteliy citoplazmoje,
didesné dalis arti branduolio, ta¢iau nanodaleliy emisijos ir Hoechst
fluorescencijos persidingimas nebuvo fiksuojamas, tad galima teigti, kad
nanodalelés j branduolius nepateko. Kaupimosi ir lokalizacijos skirtumy tarp
LiLuF, ir LiLuF4-Ces nebuvo pastebéta, tad 49 pav. pateikiamas LiLuF4-Ces
susikaupimas tik po 24 val.

LiLuF4 LiLuF4-Ceg

49 pav. LiLuF4 bei LiLuFs-Ces (0,1 mg/ml) (raudona spalva, Azd = 980 nm) susikaupimas
MKL. Lasteliy branduoliai nudazyti su branduoliy dazu Hoechst 33258 (mélyna spalva,
Azad = 404 nm), citoskeletas su Phalloidin-Alexa488 (zalia spalva, Azd =488 nm). Skalé 50 um.

LiLUF, LiLUF,-Ce,
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50 pav. MKL gyvybingumas po 24 val. poveikio su LiLuF4 bei LiLuF4-Ces nanodalelémis,
priklausomai nuo koncentracijos. ISmatuota naudojant LDH citotoksiSkumo tyrimo rinkinj.
Paklaidos rodo standartinj nuokrypi. Statistiskai reik§mingy skirtumy nebuvo (p < 0,05).

Vienas 1§ svarbiausiy dalyky yra nanodaleliy toksiskumo jvertinimas,
kadangi norint panaudoti MKL nanodaleliy pernasai, nanodalelés turi baiti
netoksiskos. Siekiant jvertinti LiLuF4 ir LiLuF4-Ces biosuderinamumg, MKL
buvo inkubuojamos su skirtingy koncentracijy LiLuF4; arba LiLuF4-Ces
tirpalais (0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml) ir atlickamas
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i8siskyrusio LDH nustatymo testas. Gauti duomenys parodé, kad po 24 val.
inkubacijos su nanodalelémis nebuvo gauta statistiskai reikSmingo poveikio
MKL gyvybingumui, lyginant su kontrolinémis lastelémis (50 pav.). Taigi,
LiLuF; ir LiLuF4-Ces tamsoje nesukelia toksinio poveikio MKL ir gali buti
perneSamos naudojant MKL.

Siekiant pademonstruoti terapinj LiLuFs-Ces potencialg fotosensibilizuo-
toje naviky terapijoje, pirmiausia buvo atlickami tyrimai su lasteliy
monosluoksniais. MKL buvo inkubuojamos su LiLuF4-Ces ir véliau surinktos
MKL kokultivuojamos su MCF-7 arba MDA-MB-231 lgstelémis. Kaip
kontrolé buvo naudojamos LiLuF4 nanodalelés, kurios S§vitinimo metu
negeneruoja '0; (43 pav.). Buvo atlickamas dviejy doziy §vitinimas su 980 nm
remiantis hipoteze, kad pirmo $vitinimo metu, dél susidariusio 'O, zus MKL,
kadangi jose bus susikaupg LiLuF4-Ces, tuomet LiLuF4-Ces pateks j aplinkine
terpe. Tada LiLuFs-Ces susikaupty vézinése lastelése, kurios Ziity po antro
S$vitinimo. Ta pati $vitinimo schema buvo naudojama ankstesniuose tyrimuose
su kvantiniy tasky ir Ces kompleksu (Dapkute ir kt., 2021).

LiLu F4 LiLuF4-Ceg

1 Svitinimas 2 Svitinimas 1 Svitinimas 2 Svitinimas

MCF-7 + MKL

-
X
=
+
™
o
a
=
<
Ofs
=

51 pav. Vieny MKL bei MKL kartu su MCF-7 arba MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumas po
inkubacijos su LiLuF4, LiLuF4-Ces kompleksu ir vieno arba dviejy $vitinimy 980 nm lazerio
spinduliuote (galios tankis 900 mW/cm?2). Svitinimo dozé 450 J/em?. Tarp §vitinimy daryta
24 val. pertrauka. Lastelés nudaZytos gyvybingumo dazais. Zalia spalva — kalceinas, dazantis
gyvas lasteles, raudona spalva — etidzio homodimeras-1, dazantis negyvas lasteles. Skalé
100 pm.
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51 pav. yra pateikta LiLuF4-Ces komplekso fotosensibilizacinis poveikis
lasteléms, taikant dviejy doziy Svitinimo schemg. Po pirmojo $vitinimo
nustatyta, kad MKL inkubuotos su LiLuF4-Ces Zuvo, taciau ten kur buvo MKL
su LiLuF4-Ces kokultivuotos su vézinémis lastelémis, didzioji dalis véZiniy
lasteliy iSliko gyvybingos. Taciau, nors vézines lastelés ir iSliko gyvybingos,
jos prarado biidingg forma, tapo apvalesnés. Vadinasi net ir netiesiogiai
vézinés lastelés buvo paveiktos. Kita vertus, MKL galéjo dalj LiLuFs-Ces
perduoti vézinéms lasteléms dar pries pirmajj Svitinimg. Po antrojo $vitinimo
gauta, kad bandiniuose, kuriose buvo kokultivuojamos MKL su LiLuF4-Ces
su vézinémis lgstelémis, didzioji dalis véziniy Igsteliy buvo zuvusios arba
galimai prasidéjusi apoptozé, nes vaizdinant buvo matomi Iasteliy
morfologijos pasikeitimai, biidingi apoptoziniams kiineliams (51 pav.). Tuo
tarpu kontroliniuose bandiniuose, kuriose MKL buvo inkubuotos su LiLuF4,
jokio poveikio lgsteliy gyvybingumui nebuvo pastebéta nei po pirmojo
$vitinimo, nei po antrojo (51 pav.).

1 8vitinimas 2 Svitinimas
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2 I
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S I
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Kontrolé  LiLuF, LiLuF -Ce, Kontrolé  LiLuF, LiLuF,-Ce;

52 pav. Kiekybinis LiLuFs4 ir LiLuFs-Ces fotodinaminio poveikio jvertinimas MCF-7 ir
MDA-MB-231 Iasteléms, po 24 val. inkubacijos su 0,1 mg/ml LiLuF4 arba LiLuFs-Ces ir
Svitinimo 980 nm $viesa. Kontrolé laikyta tamsoje. Paklaidos zymi standartinius nuokrypius.
Grafike pazymeéti statistiSkai reik§mingi skirtumai, lyginant su kontrolinémis lastelémis
(*, p<0,05).

I$ gauty konfokalinés mikroskopijos vaizdy buvo apskaiciuotas lasteliy
gyvybingumas, kuris yra pateiktas 52 pav. Gauti rezultatai parodé, kad po
pirmo $vitinimo visos MKL Zuvo, t. y. gyvybingumas nukrito iki 0 %. Tuo
tarpu MKL ir MCF-7 lasteliy kokultirose gyvybingumas sumazgjo iki 61 %,
o MKL ir MDA-MB-231 kokulttirose — iki 79 %. Taciau antrojo §vitinimo
metu MKL ir véziniy lasteliy kokultiiry gyvybingumai sumazéjo kur kas
daugiau: MKL ir MCF-7 kokultiirose lasteliy gyvybingumas sumazéjo iki
30 %, 0 MDA-MB-231 kokultiirose — iki 44 % (52 pav.). Sie rezultatai rodo,
kad MCF-7 lastelés buvo paveiktos labiau nei MDA-MB-231 lgstelés, nors

92



ankstesniuose tyrimuose su LiYF4-Ceg labiau paveiktos buvo MDA-MB-231
lastelés. Atlikus analogiska dviejy doziy Svitinima MKL inkubuojant su
LiLuF4, reikSmingo lasteliy gyvybingo sumaZzéjimo nebuvo pastebéta tiek po
pirmo, tiek po antro Svitinimo (52 pav.).

4.2.8. Nanodaleliy pernesimas sferoiduose naudojant MKL

Norint jvertinti MKL gebéjimag migruoti navikuose, buvo pasirinkta
trimaciy lasteliy kultiiry modeliné sistema, t. y. lasteliniai sferoidai. Siame
tyrime sferoidai buvo formuojami priverstinio pliduriavimo metodu. Kadangi
MCF-7 lastelés neformuoja sferoidy be pagalbiniy medziagy, tyrimus
nuspresta  atlikti MDA-MB-231 lasteliy sferoiduose. Tyrimams buvo
pasirinkta naudoti sferoidus suformuotus i§ 15000 MDA-MB-231 Igsteliy.

A MKL migracija MDA-MB-231 sferoiduose

B MKL inkubuoty su LiLuF, migracija
MDA-MB-231 sferoiduose

53 pav. MKL migracija MDA-MB-231 Iasteliy sferoiduose. A — MKL migracija j suformuota
MDA-MB-231 sferoida po 24 val. ir 48 val. Skal¢ — 200 um. B — MKL inkubuoty su 0,1 mg/ml
LiLuF4 migracija | MDA-MB-231 lasteliy sferoida po 24 val. Mélyna — lasteliy branduoliai
dazyti su Hoechst (Azd = 404 nm); zalia — MKL dazytos kalceinu-AM (Azd = 488 nm);
raudona — LiLuF4 (Azad = 980 nm). Skalé — 100 pm.
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Tamsineé kontrolé 1 Svitinimas 2 Svitinimas

Tik MKL

Tik LiLuF4-Ceg

MKL su LiLuF4-Ceg

54 pav. Fotosensibilizacinis poveikis véZiniy lasteliy sferoidams. Suformuoti MDA-MB-231
sferoidai, inkubuoti su LiLuFs-Ces (0,1 mg/ml) arba su LiLuFs-Ces sukaupusiomis MKL
santykiu 10:1. Kontroliniai sferoidai inkubuoti tik su MKL (be LiLuFs-Ces). Po 24 val.
inkubacijos buvo $vitinama su 980 nm lazeriu (0,9 W) iki 450 J/cm? dozés. Po 24 val. dalis
sferoidy buvo dazomi su gyvybingumo dazais ir vaizdinami, kiti Svitinami pakartotinai ir
daomi bei vaizdinami po dar po 24 val. Zalia — kalceinu-AM daZytos (gyvos) lastelés
(Azaa = 488 nm); raudona — propidzio jodidu dazytos (mirusios) lastelés (Azad = 543 nm). Skalé
visose nuotraukose atitinka 200 um.

Pirmiausia buvo tiriama kaip MKL migruoja MDA-MB-231 Ilasteliy
sferoide (53 pav. A). MKL pazyméjus kalceinu-AM (zalia spalva) ir
inkubuojant su i§ anksto suformuotu MDA-MB-231 lgsteliy sferoidu yra
matoma, kad MKL po 24 val. numigravo ir prasiskverbé¢ i sferoido vidy, o
pavienés lastelés pasieké ir sferoido centrg. Taip pat pastebéta, kad MKL
tarpusavyje yra linkusios formuoti mazus sferoidus véziniy lasteliy viduje. Po
48 val. yra matoma, kad MKL judéjo gilyn i centra, o pacios MKL yra
pasitraukusios nuo sferoido krasty (53 pav. A). Sie teigiami MKL migracijos
rezultatai leido toliau tirti kaip MKL pernesa LiLuF4 nanodaleles j sferoido
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vidy. Buvo pasirinkta tolimesniems tyrimams naudoti 24 val. migracijos laika.
Rezultatai pateikti 53 pav. B parodé, kad MKL, pries tai 24 val. inkubuotos su
LiLuF4 monosluoksnyje, buvo sukaupusios savo viduje nanodaleles ir
migravo | MDA-MB-231 lasteliy sferoido vidy (53 pav.B). Vertinant
konfokalinés mikroskopijos vaizdus, skirtumy tarp MKL migracijos su ir be
LiLuF4 nanodaleliy nebuvo nustatyta. Taip pat pastebéta, kad MKL dalj
nanodaleliy perdavé vézinéms lasteléms, kol migravo j sferoido vidy: 53
pav. B matoma raudona spalva pazyméta LiLuF4 nanodaleliy emisija be zaliu
fluorescenciniu dazu pazyméty MKL. Sie rezultatai patvirtina anksciau iskelta
hipoteze, kad MKL gali dalj nanodaleliy perduoti vézinéms lgsteléms
anksciau nei ziista Svitinimo metu.

Véliau buvo tiriama ar tokio MKL prasiskverbimo j MDA-MB-231
sferoidus pakaks FNT efektyvumo pagerinimui. MDA-MB-231 sferoidai
buvo inkubuojami su vien tik MKL, vien tik LiLuF4-Ces kompleksu arba
MKL, nesanCiomis LiLuF4-Ces. Véliau buvo atlickamas dviejy doziy
Svitinimas su 980 nm lazeriu. Sferoidai buvo dazomi gyvybingumo dazais ir
vaizdinami konfokaliniu mikroskopu. Gauti rezultatai yra pateikti 54 pav.
MDA-MB-231 sferoidus inkubuojant tik su MKL lgstelémis, reikSmingo
poveikio MDA-MB-231 lasteléms nebuvo pastebéta. MDA-MB-231 lasteliy
sferoidus inkubuojant tik su LiLuFs+-Ces be MKL buvo pastebéta dalies
lasteliy zttis ir sferoido irimas po Svitinimy, taciau gyvybingy lasteliy kiekis
i8liko kur kas didesnis. Naudojant MKL kaip LiLuF4-Ces komplekso nesiklius
1 MDA-MB-231 Iasteliy sferoidus, buvo pastebétas MDA-MB-231 lasteliy
sferoidy gyvybingumo sumazéjimas po abiejy Svitinimy su 980 nm
spinduliuote. Tiek po pirmo, tiek po antro Svitinimo yra matomas sferoido
irimas, taciau antras Svitinimas uZztikrino didziosios lasteliy dalies zutj ir
visiskg sferoido suirimg j pavienius lasteliy agregatus.
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5. APIBENDRINIMAS

Sioje disertacijoje aprasomi tyrimai su Au NK ir retyjy zemiy metaly
nanodaleliy bei Ces kompleksais. Buvo tirti trys skirtingais baltymais padengti
Au NK: JSA-Au NK, Rh'-Au NK ir Rh™-Au NK. Taip pat istirtos skirtingos
retyjy Zemiy metaly daugiasluoksnés nanodalelées LiYF.:Tm*",Yb*'@
LiYFs@LiYF4Nd*" ir LiLuF4#Nd**@LiLuFs@LiYbF4:Er**@LiLuFs bei jy
kompleksai — LiYF4-Ces ir LiLuF4-Cee. Pirmiausiai visos nanodalelés buvo
charakterizuojamos, iSmatuojami nanodaleliy dydziai, gebéjimas generuoti
aktyvias deguonies formas. Véliau buvo atliekami tyrimai su lasteliy
monosluoksniais,  vertinamas nanodaleliy  susikaupimas lastelése,
biosuderinamumas, fotosensibilizacinis poveikis. Papildomai buvo daromi
tyrimai su lasteliy sferoidais, siekiant iStirti nanodaleliy veikima
sudétingesnéje modelinéje sistemoje. Taip pat buvo tiriamas nanodaleliy
perneSimas naudojant MKL. Vykdyty tyrimy rezultatai parodé, kad tirtos
nanodalelés turi potencialg biiti pritaikytos véZzio teranostikai, taciau kiekviena
sistema turi savo privalumy ir trilkumy, kuriuos reikia aptarti Siek tiek placiau.

Teranostines nanodaleles panaudoti fluorescencinei diagnostikai ir FNT
galima dviem buidais: pati nanodalelé turi elgtis kaip fotosensibilizatorius arba
nanodalelé turi buti sujungta su FS ir Zadinimo metu jam perduoti energija
(Tavakkoli Yaraki ir kt., 2022). Siems tyrimams Au NK buvo pasirinkti kaip
realiausi kandidatai tapti naujos kartos FS. Kadangi porfiriny tipo FS pagrinde
generuoja 'O, (apie 95 % visy ROS) ir tik nedidele dalimi kitas aktyvias
deguonies formas, paprastai tyrimuose su nanodalelémis ieSkoma Svitinimo
metu susidariusio butent 'O,. Ta¢iau nanodaleliy, jskaitant ir Au NK, ROS
generacijos mechanizmai yra visai Kkiti, nei jprasty porfiriny tipo FS, todél
svarbu tirti ir kity ROS susidaryma. Siame darbe pirma karta buvo parodyta,
kad AuNK gali generuoti ir peroksidus bei peroksinitritus, ne tik 'O (27 pav.)
(Poderys ir kt., 2020). Lyginant su gerai zinomu FS Ces, Rh'-Au NK ir
Rh-Au NK generuoja bent du kartus daugiau $iy ROS nei Ces — ROS
generavimo santykiai buvo atitinkamai 2,7 ir 2,3 (placiau Jarockyte ir kt.,
2022a). Nors Ces §vitinimo metu generuoja 'O, greiiau ir efektyviau (Au NK
generuoja, bet 1éciau — reikia didesnés Svitinimo dozés) (28 pav.), taiau
atsizvelgus i suminj visy ROS susidaryma, galima teigti, kad Au NK prilygsta
porfiriny tipo FS ir turi potencialo ateityje juos pakeisti.

LiYFs-Ces ir LiLuF4-Ces kompleksai taip pat generuoja 'O, nors §iuo
atveju ROS generacijos mechanizmas kur kas sudétingesnis. AKND yra
zadinamos 980 nm spinduliuote, vyksta apkonversijos procesas, tada AKND
iSspinduliuoja regimajg Sviesg, kurig sugeria Ces, kuris generuoja 'O
Svitinimo metu. Kol kas néra jrodyta, kad vyksta Fiorsterio rezonanso
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energijos pernasa tarp AKND ir Ces, kaip, pavyzdziui, KT ir Ces komplekso
atveju (Valanciunaite ir kt., 2010), todél manoma, kad vyksta Sviesos
i§spinduliavimas ir sugérimas. Kadangi §iuo atveju vyksta keletas procesy ir
kiekvieno proceso metu vyksta energijos nuostoliai, be to 980 nm spinduliuoté
yra mazesnés energijos lyginant su regimaja Sviesa, reikia dideliy $vitinimo
doziy. Kita vertus, tinkamai parinkus dozg¢, 980 nm spinduliuoté nedaro jokio
poveikio. Taciau esant per didelei Svitinimo dozei, gali atsirasti ir terminiai
pazeidimai, kadangi 980 nm spinduliuote sugeria vanduo, tad j tai biitina
atsizvelgti.

Kalbant apie biosuderinamuma, tick Au NK, tiek retyjy zemiy metaly
nanodalelés yra biosuderinamos ir nesukelia tamsinio toksiskumo (30 pav., 45
pav. ir 50 pav.). Ta¢iau vienas i§ Au NK trikumy yra tai, kad net ir atlickant
fluorescencing diagnostika, Au NK yra suzadinami ir yra inicijuojama ROS
generacija. Sj triikuma galima apeiti renkantis alternatyvius vaizdinimo
metodus. Au NK galima panaudoti rentgeno ar kompiuterinés tomografijos
vaizdinimo metu (Kubiliute ir kt., 2011; Zhang ir kt., 2012; Cole ir kt., 2015),
taip pat Au NK pasizymi tre¢ios harmonikos generacija, tad gali buti
vaizdinami netiesinés mikroskopijos metodu (Jarockyte ir kt., 2022a). Tokiu
biidu buty galima turéti teranosting sistema ir iSvengti ROS generacijos
nepageidaujamu metu. Naudojant LiYF4-Ces ir LiLuF4-Ces kompleksus, Sios
problemos néra, kadangi dalelés tikslingai sukurtos taip, kad diagnostikai biity
naudojamas vienas bangos ilgis (793 nm arba 806 nm), o terapijai kitas —
980 nm. Siame darbe tirtos atskirtosios diagnostikos ir terapijos
nanomedZiagos yra pirmosios paminétos literatiiroje (Skripka ir kt., 2019).
Paprastai tiek diagnostika, tiek terapija vyksta nanodaleles Zadinant vienu
bangos ilgiu (kaip ir Au NK atveju), arba naudojami skirtingi vaizdinimo
metodai siekiant iS§vengti nepageidaujamo fotosensibilizacinio poveikio.
Siame darbe daugiau akcentuojamas LiYF-Ces ir LiLuFs-Ces kompleksy
panaudojimas FNT, taciau dé¢l techniniy galimybiy trikumo nebuvo parodytas
galimas panaudojimas diagnostikai Zadinant 793 nm arba 806 nm
spinduliuote. Siuos tyrimus tikimasi atlikti artimiausiu metu.

Visos Siame darbe apraSytos nanomedziagos turéjo fotosensibilizacinj
poveikj vézinéms lasteléms. JSA-Au NK fototoksiSkumas lgstelése buvo tirtas
naudojant vieng S$vitinimo doze¢, tuo tarpu Rh™-Au NK ir Rh-Au NK
tyrimuose buvo naudotos skirtingos dozés. Tyrimai su plazmos baltymais
stabilizuotais Au NK parodé, kad fototoksinis poveikis priklauso nuo
Svitinimo dozés (32 pav.). Buvo pastebéta, kad taikant maZesn¢ S$vitinimo
doze Iasteliy morfologija pasikeicia | apoptuojanCioms lgsteléms biidingg
morfologija, o taikant didesn¢ doz¢ — atsiranda morfologiniai pokyciai
budingi Igsteliy nekrozei. Galima daryti prielaida, kad taikant mazesne
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Svitinimo doze Igstelés dél atsiradusiy pazeidimy inicijuoja apoptozés process,
o taikant didesn¢ dozg lastelés nespéja prisitaikyti prie pazeidimy ir vyksta
nekrozeé. Taciau papildomi tyrimai, kuriais biity nustatytas tikslus lasteliy
zuties mechanizmas, nebuvo atlikti. Taip pat, tiek tyrimuose su JSA-Au NK,
ties su Rh*-Au NK ir Rh-Au NK buvo pastebéta, kad MCF-7 lastelés yra
paveikiamos labiau nei MDA-MB-231 Iastelés.

Tiriant LiYF4-Ces ir LiLuFs4-Ces kompleksy fototoksiskuma, buvo
naudojamos kur kas didesnés Svitinimo dozés (900 J/cm? ir 450 J/cm?
palyginus su 20-60 J/cm?, naudoty Au NK). Lyginant $iuos kompleksus
tarpusavyje, LiYFs4-Ces fotodinaminis poveikis buvo Zenkliai maZesnis.
LiYFs nanodalelése uz apkonversijos procesa atsakinga yra nanodalelés
Serdis, o tai gali buti papildomas trukdis efektyviam Ces suzadinimui. Dél to
kuriant LiLuF4 nanodaleles buvo racionaliai pasirinkta apkonvertuojantj
sluoksnj sintetinti nanodalelés iSoréje, siekiant turéti kuo efektyvesng sistema.
TaCiau reikia atkreipti démesj, kad tiriant LiYF4-Ces komplekso
fototoksiskuma lastelése, lazerio Sviesa j bandinius nukreipta buvo naudojant
Sviesolaidj, dél to dalis energijos buvo prarandama ir galutinis lazerio galios
tankis sieké 500 mW/cm?. Tuo tarpu tiriant LiLuFs-Ces kompleksg, lazerio
Sviesa buvo nukreipiama veidrodziais, dél to galutinis lazerio galios tankis
sieké 900 mW/cm?. Kadangi apkonversija yra netiesinis procesas, zadinan¢ios
lazerio spinduliuotés galios tankis Zenkliai padidina apkonversijos
efektyvuma, dél to padidéja ir Ces molekuliy suzadinimas, ROS generacija ir
fotodinaminis poveikis lasteléms.

Nors naudojant AKND-Ces kompleksus reikia didesniy Svitinimo doziy,
nei naudojant Au NK, AKND-Ces kompleksai gali biiti naudojami gilesniuose
sluoksniuose esan¢iy naviky fotosensibilizuotai terapijai. Siame tyrime
Au NK suzadinimui naudojama mélyna Sviesa yra neskvarbi audiniuose,
tac¢iau Au NK turi platy FL Zadinimo spektra ir gali baiti zadinami ilgesniy
bangos ilgiy spinduliuote. Kita vertus, 980 nm spinduliuoté vis tiek bus
skvarbesné nei regimoji Sviesa, reikalinga Au NK suzadinimui. Vadinasi,
Au NK yra labiau tinkami pavirSiniy naviky fotosensibilizuotai terapijai, o
AKND-Ces gali biiti naudojami universaliau.

Papildomai retyjy Zemiy metaly nanodalelés buvo tirtos Igsteliy
sferoiduose, siekiant iStirti fotosensilibilizacinj komplekso poveikj
sudétingesnéje sistemoje. LiYF4 nanodaleliy susikaupimas ir pasiskirstymas
MDA-MB-231 lasteliy sferoiduose yra panasus j karboksi- grupémis
padengty kvantiniy tasky (Jarockyte ir kt., 2018). LiYF4 ir LiYF4 -Ces, kaip ir
kvantiniai taSkai, iSsidésto lgsteliy sferoido pavirSiuje ir j centring dalj
nepraeina. D¢l pavirSinio susikaupimo, FNT metu pirmiausia yra paveikiamos
iSorinés Igstelés, o lastelés esancios centrinéje sferoido dalyje yra apsaugotos
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nuo fototoksinio poveikio (48 pav.). Vadinasi, vézinés lastelés navike taip pat
biity paveiktos ne visos, o tik pavirsinés. Siekiant pagerinti nanodaleliy
patekimg ] sferoida, MKL buvo tiriamos kaip nanodaleliy neSiklis.
Eksperimenty metu buvo pademonstruota, kad i§ odos iSskirtos MKL gali
prasiskverbti | MDA-MB-231 sferoido vidy ir pernesti LiLuF4 nanodaleles
(53 pav.). Taip pat buvo parodyta, kad MKL panaudojimas LiLuFs-Ces
komplekso pernesimui padidina fotoksinj poveiki MDA-MB-231 Igsteliy
sferoidams (54 pav.). Taigi, MKL panaudojimas nanodaleliy pernaSai gali
padidinti priesvézinj poveikj navikams.

Siekiant praplésti tieck Au NK, tieck AKND panaudojima, galima Sias
sistemas modifikuoti ir naudoti kaip kontrastines medziagas $iuo metu
taikomuose klinikoje diagnostikos metoduose. Pavyzdziui, prie JSA-Au NK
galima prijungti radioaktyvy technecj ir gauta konjugata panaudoti kaip
kontrastinj Zymen;j pavieniy fotony emisijos kompiuteringje tomografijoje
(Jarockyte ir kt., 2022b). Siame darbe apraytos retyjy Zemiy metaly
nanodaleles savo sudétyje jau turi Nd** jony, kurie leisty minétas nanodaleles
panaudoti kaip MRT kontrastinius Zymenis (Zhao ir kt., 2021). Ankstesniuose
tyrimuose parodéme, kad NaGdF4 matricos nanodalelés duoda MRT kontrasta
(Baziulyte-Paulaviciene ir kt., 2017), Siuo metu atliekami ir tolimesni tyrimai
su retyjy zemiy nanodalelémis, turiniomis Nd*" arba Gd** jony. Pritaikius
diagnostikoje tokias nanodaleles biity galima gauti multimodalinj vaizdinima
bei praplésti $iuo metu klinikoje naudojamy diagnostikos metody galimybes.

Siame darbe tirti Au NK yra perspektyviis naujos kartos FS, tadiau turi
trikuma — jy Zzadinimui reikalinga regimoji spinduliuoté, kuri yra maziau
skvarbi audiniuose. Tuo tarpu retyjy Zemiy metaly nanodalelés optiskai
aktyvios audiniy skaidrumo lange, taCiau dél energijos nuostoliy
fotosensibilizacinis poveikis yra maziau efektyvus. Siekiant pagerinti abi
terasnostines sistemas, ateityje galima jas apjungti. Ankstesni tyrimai parode¢,
kad retyjy zemiy metaly nanodalelés biologinése terpése pasidengia baltymy
vainiku (Voronovic ir kt., 2021). Baltymy vainiko susidarymas taip pat padeda
stabilizuoti nanodaleles (Voronovic ir kt., 2021; Klimkevicius ir kt., 2022).
Taigi teoriSkai naudojant baltymais stabilizuotus Au NK biity galima
stabilizuoti retyjy Zemiy metaly nanodaleles ir kartu Au NK panaudoti kaip
fotosensibilizatorius. Taigi, Sioje disertacijoje aprasyti tyrimai galéty buti
pagrindas tolimesniam teranostinés sistemos kiirimui.
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6. ISVADOS

JSA-Au NK, Rh*-Au NK ir Rh*-Au NK veikiant regimaja Sviesa
generuoja aktyvias deguonies formas. Tuo tarpu
LiYF4Tm*, Yb*@LiYFs@LiYF4Nd** ir LiLuF4#Nd&**@LiLuF.@
LiYbF4Er**@LiLuFs nanodaleliy ir fotosensibilizatoriaus Ceg
suformuoti kompleksai generuoja 'O, $vitinami audiniy skaidrumo
lange 980 nm spinduliuote.

JSA-Au NK, Rh"-Au NK ir Rh-Au NK bei LiYF4-Ceg ir LiLuF4-Ceg
kompleksai kaupiasi MCF-7 ir MDA-MB-231 vézinése lastelése ir
nedaro poveikio $iy lgsteliy gyvybingumui tamsoje.

JSA-Au NK, Rh"-Au NK ir Rh™-Au NK generuoja aktyvias deguonies
formas ir sukelia fotosensibilizacinj poveiki MCF-7 bei
MDA-MB-231 kriities véZinése lastelése. Sis poveikis yra nevienodas
skirtingo piktybiskumo lasteléms: MCF-7 lastelés yra paveikiamos
labiau nei MDA-MB-231 Igstelés.

LiYF4 ir LiYF4-Ces prasiskverbimas | MDA-MB-231 sferoidus yra
ribotas — nanodalelés susikaupia tik pavirSiniuose sferoido lasteliy
sluoksniuose.

LiYF4-Ces ir LiLuF4-Ces kompleksai suzadinti 980 nm spinduliuote,
patenkancia j audiniy optinio skaidrumo langa, inicijuoja vidulasteling
singuletinio deguonies generacija bei sukelia véziniy lasteliy zutj,
lasteliy monosluoksniuose ir sferoiduose.

Odos MKL lastelés pernesa LiLuF4-Ces kompleksus | MDA-MB-231
lasteliy sferoidus bei pagerina komplekso prasiskverbimg ir
fotosensibilizacinj poveikj.
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7. SUMMARY
Abbreviations

10, — singlet oxygen;

Au NCs — gold nanoclusters;

BSA — bovine serum albumin;

BSA-Au NCs — bovine serum albumin stabilized gold nanoclusters;
Ces — chlorin eg;

DHR123 — Dihydrorhodamine 123;

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium,;
FBS — fetal bovine serum;

HSA — human serum albumin;

MSCs — mesenchymal stem cells;

NIR — near infrared light;

NP — nanoparticle;

P/S — penicillin and streptomycin solution;
PDT — photodynamic tumour therapy;

PL — photoluminescence;

PS — photosensitizer/photosensitizers;

RENP - rare earth metal-doped nanoparticle;
Rh — rhesus;

Rh*-Au NCs — Rh-positive gold nanoclusters;
Rh™-Au NCs — Rh-negative gold nanoclusters;
ROS — reactive oxygen species;

SOSG - Singlet Oxygen Sensor Green;
UCNP — upconverting nanoparticle;

UV — ultraviolet light.
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1. Introduction

Rapid development of nanotechnology in the past decades has also offered
innovative solutions in medicine. Nanoparticles are being developed and
studied as diagnostic markers or as drug carriers which would improve drug
delivery, overcome biological barriers, and enable personalized treatment for
each patient (Mitchell et al., 2021; Pallares et al., 2022). Some medicines
developed using nanotechnology are already being used in the clinic. Lipid
and polymer-based nanoparticles are used to increase efficiency of drug
delivery to targeted cells (Mitchell et al., 2021). Inorganic nanoparticles are
under research as well, some have already been approved as drugs for the
clinic (Mitchell et al., 2021), others currently are actively investigated
(Alphandéry, 2020).

There has been a lot of efforts devoted for material research, which could
be used for both cancer diagnosis and treatment. The field of such research is
known as cancer theranostics. Nanomaterial science is used in theranostics to
construct a multimodal platform, which would allow to reach several desired
effects. These multimodal platforms applied to cancer diseases would
eliminate multi-step procedures, reduce delays in treatment and improve
patient care and early diagnosis.

One of the main directions of cancer theranostics is the combination of
optical biopsy methods and photodynamic tumour therapy (PDT). Porphyrin-
type photosensitizers (PS), such as hematoporphyrin or chlorin es (Ces), can
be considered theranostic materials because they can simultaneously be used
as markers for fluorescent diagnostics and PDT. However, PS have several
disadvantages such as nonspecific accumulation in healthy tissues, low water
solubility, low photostability, as well as cytotoxicity in the dark. Recently, a
PS has been developed with properties that avoid most of these drawbacks,
but all attempts to improve the specificity of PS accumulation have not been
successful (Sarbadhikary et al., 2021). After intravenous injection, PS tend to
accumulate not only in the tumour but also in healthy tissues (Castano et al.,
2005). When PS accumulate in the skin, the patient becomes sensitive to light.
With the development of nanotechnologies, a search for a new generation of
PS has begun. The application of nanomaterials to cancer theranostics could
bring a breakthrough in oncology. Nanoparticles (NPs) can be used as
theranostic platforms for fluorescent cancer diagnostics and PDT in two ways:
the NPs themselves can perform two functions, or the NPs could be combined
with PS.

Several attempts have been made to develop NPs that perform the PS
function themselves. Currently, the most promising and the only ones that can
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compare with traditional PS in their photosensitizing properties are gold
nanoclusters (Au NCs) (Tavakkoli Yaraki et al., 2022). During Au NCs
synthesis, various ligands can be used for Au NCs stabilization, although
proteins are the most common choice (Zhang et al., 2021a). The use of
proteins allows to create biocompatible Au NCs, and the synthesis itself is
considered a green synthesis, since no aggressive chemical reagents are used.
Ultra-small, biocompatible, photoluminescent and photosensitizing Au NCs
are currently one of the most promising theranostic nanomaterials (Cifuentes-
Rius et al., 2021).

The discovery of upconversion nanoparticles (UCNPs) can be considered
a major breakthrough in the field of nanotheranostics. Although the
phenomenon of upconversion has been known for a long time, only recently,
with the development of biocompatible UCNPs, it is possible to use it for
biomedical purposes (Chen et al., 2014). UCNPs can be excited with near-
infrared light (NIR), resulting in emission in the visible part of the spectrum,
which could be used for PS excitation. In this work UCNPs, namely rare earth
metal-doped nanoparticles (RENPs), will be used as antennas for PS
excitation. 980 nm which is used for RENPs fall into the optical tissue
transparency window (650-1300 nm), where there is less absorption of
melanin, hemoglobin or water (Qiu ir kt., 2018), thus such excitation allows
to reach deeper tissues. For example, it was demonstrated, that 980 nm
excitation in vivo can penetrate more than 3 cm (Chen ir kt., 2012). Being non-
toxic, having a large anti-Stokes shift and broad emission in the red and
infrared regions, these RENPs can be applied in deep tumour diagnostics and
therapy. Furthermore, in this work, we show that by using RENPs, it is
possible to create nanosystems with decoupled diagnostic and therapeutic
functions, controlled by different wavelengths of light. Such separation
ensures that no additional processes will take place during the diagnosis of the
tumour and damage to healthy tissues will be avoided.

In this work, two different types of nanomaterials — Au NCs and RENPs-
PS complexes are investigated. The aim is to evaluate the theranostic potential
of these substances using model systems of cancer cells in vitro. Also, the
obtained results are discussed, the advantages and disadvantages of each
system are compared.
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1.1. Aim and tasks
The aim:

To investigate the potential application of biocompatible gold
nanoclusters and functionalized rare earth metal nanomaterials in cancer
theranostics.

Main tasks:

1. To investigate the optical and photosensitizing properties of protein-
stabilized Au NCs and complexes of RENPs and Ces.

2. To determine the patterns of accumulation and distribution of protein-
stabilized Au NCs and RENPs-Ces complexes in MCF-7 and MDA-MB-231
cancer cells.

3. To evaluate the photosensitizing effect and theranostic properties of
Au NCs stabilized with different proteins on breast cancer cells in vitro.

4. To determine the accumulation and distribution of RENPs in the tumour
model — MDA-MB-231 cancer cell spheroids.

5. To determine whether RENPs-Ces complexes perform the function of PS
in cancer cell monolayers and spheroids, when irradiated with 980 nm laser.

6. To investigate whether the use of skin mesenchymal stem cells improves
the transport of RENPs-Ces complex and its PS effect in spheroids of cancer
cells MDA-MB-231.

1.2. Scientific novelty and practical value

Various Au NCs have been explored for some time as potential theranostic
agents (Cifuentes-Rius et al., 2021; van de Looij et al., 2022). Due to their
properties, Au NCs could be adapted for different diagnostic or therapeutic
methods (van de Looij et al., 2022). Au NCs are being investigated as an
alternative to porphyrin type PS and have shown to generate singlet oxygen
('O2) (Ho-Wu et al., 2017). During the doctoral studies, the properties of
bovine serum albumin-stabilized Au NCs (BSA-Au NCs) were investigated,
and it was shown that BSA-Au NCs can generate not only singlet oxygen, but
also other reactive oxygen species (ROS) such as peroxides and peroxynitrins
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(Poderys et al., 2020). Poderys et al., 2020 publication is the first one which
demonstrated Au NCs ability to generate ROS other than 'O.

A variety of proteins can be used for Au NCs synthesis (Xie et al., 2009;
Dixon and Egusa, 2021). In this study it was shown that Au NCs can be
synthesized in human blood plasma, thus creating biocompatible nanoclusters
for personalized cancer theranostics (Jarockyte et al., 2022a). Such
personalized Au NCs have not been previously described in the scientific
literature.

RENP-PS complexes are being studied as theranostic agents by several
scientific laboratories, however all such theranostic systems described in the
literature use only one wavelength for both diagnostics and therapy. This
approach is not always suitable, because in some cases it is necessary to
perform diagnostic tests before starting PDT. In this work, RENPs, which are
composed of different layers with different functions, were studied. The
function of each layer is turned on at a separate wavelength. In this way,
cancer diagnosis and treatment can be separated in a single nanoparticle
(Skripka et al., 2019).

Choosing an appropriate model system is critical for initial in vitro studies
of NPs. Currently, cell monolayers are considered the gold standard. However,
this biological model is too simplistic and does not reflect the complex
structure of cancer tissue and the tumour microenvironment. Experimental
animals are a more accurate biological model, but it is inappropriate to use
animals in the initial stages of research. As an alternative, three-dimensional
(3D) cell cultures such as cellular spheroids can be used (Fitzgerald et al.,
2015). In cellular spheroids, cell-cell interaction dominates, extracellular
matrix is formed, and a diffuse gradient of nutrients and oxygen is present.
Small tumours that do not have vesicles exhibit the same characteristics (Costa
et al., 2016). Application of cellular spheroids in nanomaterial research is
growing, but cell monolayers are still preferred by most researchers.
Therefore, it is very important to expand the use of cellular spheroids. In this
work, it was chosen to perform a part of the experiments in cellular spheroids.
The obtained results showed that the penetration of NPs in cellular spheroids
is limited, more NPs accumulated in the surface layers of spheroids, and NPs
did not penetrate into the central part. Thus, an alternative way to transport
NPs has been investigated.

In this work, the ability of skin-derived mesenchymal stem cells (MSCs)
to deliver NPs to cancer cell spheroids is investigated. Previous studies have
shown that MSCs have the ability to deliver NPs to the tumour and thereby
improve anticancer effects (Dapkute et al., 2021). MSCs isolated from bone
marrow or adipose tissue are mostly described in the literature. The studies
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with skin-derived MSCs have been started recently, so this work contributes
to the knowledge of skin MSCs. There are only very few studies examining
MSCs migration into cellular spheroids (Ferreira et al., 2021) and none using
MSC:s isolated from the skin.

Main arguments:

1. Blood serum proteins stabilized gold nanoclusters generate active oxygen
and nitrogen forms under the visible light irradiation, while photosensitizer-
functionalized rare earth metal nanoparticles generate singlet oxygen when
irradiated with near-infrared light.

2. Blood serum proteins stabilized gold nanoclusters and photosensitizer-
functionalized rare earth metal nanoparticles accumulate in cancer cells and
are non-toxic in the dark.

3. Blood serum proteins stabilized gold nanoclusters accumulate in cancer
cells and generate ROS under visible light, which initiate the death of cancer
cells.

4. The penetration of photosensitizer-functionalized rare earth metal
nanoparticles into three-dimensional cell spheroids is limited.

5. Photosensitizer-functionalized rare earth metal nanoparticles in cell
monolayers and spheroids under 980 nm irradiation generate singlet oxygen,
which causes cancer cell death.

6. Mesenchymal stem cells accumulate LiLuF4-Ces complexes and ensure
their transportation into 3D cell spheroids, which was used as a tumour model.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of nanoparticles
2.1.1. Gold nanoclusters

Synthesis of all Au NCs was performed by Vilius Poderys in, National
Cancer Institute.

BSA-Au NCs were synthesized according to Xie et al. (2009) by mixing
tetrachlorauric acid (HAuCls) (Sigma-Aldich) with BSA (Sigma-Aldich) and
then adding sodium hydroxide (NaOH) (Sigma-Aldich) as a reducing agent in
the final step. Full synthesis protocol is described in Poderys et al., 2020.
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Synthesis procedure of plasma protein stabilized gold nanoclusters was
performed using a similar protocol. Human plasma (blood group O (Rh* and
Rh’)) was acquired from Lithuanian national blood centre. Full synthesis
protocol is described in Jarockyte et al., 2022a.

2.1.2. Rare earth metal-doped nanoparticles

The synthesis, modification and preparation of RENPs for experiments
was carried out by Dr. Artiom Skripka in National Institute of Scientific
Research in Quebec City Canada. The head of scientific group is prof.
Fiorenzo Vetrone. RENPs investigated in this work were synthesized using
the thermal decomposition method. Full synthesis protocol is described in the
publication by Skripka et al., 2019.

2.2. Characterization of nanoparticles

2.2.1. Spectroscopy

The steady state absorption UV-visible absorption spectrometer Varian
Carry 50 (Varian Inc., Australia). Au NCs photoluminescence (PL) and
emission of RENPs were measured with FLS 920 spectrometer (Edinburgh
Instruments Ltd., Scotland). Fluorescence decay measurements were
performed using FLS 920 spectrometer as well, by using the time correlated
single photon counting technique. All spectral measurements were performed
in 1 cm path length quartz cells (Hellma Optik GmbH, Germany).

2.2.2. Hydrodynamical size measurements

A hydrodynamic diameter of particles was measured using the dynamic
light scattering technique. Samples were measured using particle size and zeta
potential analyser Zeta Plus PALS (Brookhaven Inc., USA).

2.2.3. Investigation of reactive oxygen species generation

The singlet oxygen indicator SOSG (Singlet Oxygen Sensor Green)
(Invitrogen, Thermo Fisher, USA) was used for the evaluation of 'O,
generation. This reagent exhibits exceptional sensitivity to singlet oxygen and
other reactive oxygen species such as hydroradicals or superperoxides.
Dihydrorhodamine 123 — DHR123 (Invitrogen, Thermo Fisher, USA) was
used to determine the peroxides formed in the irradiated samples.
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2.3. Experiments with cells
2.3.1. Cancer cell lines

As a model in vitro system for cellular experiments, we have chosen two
human breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 (purchased from
the European Collection of Cell Cultures and American Type Culture
Collection, respectively). Cells were cultured in a Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), supplemented with 10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS),
100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (P/S) (all from Gibco,
USA). Cells were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5 % of COx. The cells were routinely subcultured 2-3 times a week in 25 cm?
cell culture flasks.

2.3.2. MSCs isolation and culturing

MSCs were isolated from donor skin tissues left as medical waste after
blepharoplasty. The study was approved by the Vilnius Regional Biomedical
Research Ethics Committee (approval no. 158200-18/6-1036-548); donors
were informed and signed a written consent form. MSCs were extracted using
explant cell culture according to protocol from Dapkute et al., 2021. Isolated
MSCs were plastic-adherent and had 100 % expression of the International
Society for Cellular Therapy-defined mesenchymal markers CD90, CD73,
and CD105, whereas expression of hematopoietic markers (CD45, CD34, and
CD14) was lower than 5 %. Finally, MSCs were verified by induced trilineage
differentiation to adipocytes, osteocytes, and chondrocytes.

MSCs were cultured in DMEM supplemented with F12 nutrient mixture
(DMEM/F12, 3:1 v/v), 10 % FBS and 1 % P/S. Cells were maintained at 37 °C
in a humidified atmosphere containing 5 % of CO2. The cells were routinely
subcultured 2-3 times a week in 75 cm? cell culture flasks.

2.3.3. Accumulation of nanoparticles in cells

The accumulation of NPs was observed using a Nikon Eclipse Te2000-S
C1 Plus laser scanning confocal microscope (Nikon, Japan) equipped with
405 nm (Melles Griot, USA), 488 nm (Melles Griot, USA) and 980 nm
(Changchun New Industries Optoelectronics Tech. Co., Ltd., China)
continuous wave lasers. Imaging was performed using 60%/1.4 SA oil
immersion objective (Nikon, Japan). The three-channel RGB detector filters
(band-pass filters 450/17, 545/45 and 688/67 for blue, green and red channels,
respectively) were used. Hoechst 33258 was excited at 404 nm, Au NCs were
excited at 488 nm, RENPs were excited at 980 nm. Image processing was
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performed using the Nikon EZ-C1 Bronze version 3.80 and ImageJ 1.8.0 172
software.

2.3.4. Cytotoxicity evaluation

Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (Pierce Biotechnology, Thermo
Scientific, USA) was used to evaluate dark cytotoxicity of NPs. The
concentration of extracellular lactate dehydrogenase (LDH) was quantified
by measuring absorbance at 490 and 630 nm wavelength with plate-reading
spectrophotometer (BioTek, USA). After obtaining absorbance values, they
were recalculated as percentage values of cytotoxicity, according to the
protocol. For better data representation estimated cytotoxicity (%) was
recalculated to viability of cells (100 % — cytotoxicity (%)). Data was
expressed as mean * standard deviation. The statistical significance of
differences between studied groups was assessed using a two-tailed
independent Student’s t-test at the 95 % confidence level. Significance was
represented as p-value < 0.05.

2.3.5. Evaluation of photodynamic effect

The efficacy of PDT using Au NCs or RENPs was first investigated in cell
monolayers. MDA-MB-231 and MCF-7 cells were seeded in glass-bottom 8-
well plates (Lab-Tek, ThermoFisher, USA). 3-10* cells were seeded per well.
After 24 h, DMEM was aspirated and a new DMEM with Au NCs or RENPs
was added. In control wells, DMEM of the cells was replaced. The cells were
left in the incubator for 24 h

The next day, cells with Au NCs were exposed to a MAX-302 xenon lamp
(Asahi Spectra, Japan) using an interference filter (400/10 nm). The lamp
illumination power density was 30 mW/cm?, and the irradiation doses ranged
from 20 J/cm? to 60 J/cm?.

In experiments with RENPs, cells were exposed to 980 nm laser radiation.
Depending on the experiment, the laser power density was 500 mW/cm? or
900 mW/cm? and the collected irradiation dose was 450 J/cm? or 900 J/cm?.

Fluorescent dyes were used to mark live and dead cells: green-fluorescent
calcein-AM (Aex = 488 nm, Thermo Fisher, USA) for the indication of the
intracellular esterase activity, and red-fluorescent etidium homodimer-1 (Aex =
543 nm, Thermo Fisher, USA) or propidium iodide (A« = 543 nm, ROTH,
Germany) for the indication of the loss of plasma membrane integrity. The
survival of exposed and control cells after staining with fluorescent dyes was
assessed using a laser scanning confocal microscope. Imaging was performed
using 20%/0.5 SA objective (Nikon, Japan). The three-channel RGB detector
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filters (band-pass filters 450/17, 515/15 and 604/35 for blue, green and red
channels, respectively) were used.

The phototoxicity was additionally quantified by counting viable and non-
viable cells from obtained confocal imaging pictures, using ImageJ software.
The viability of cells was calculated by dividing the number of viable cells by
the number of all cells. The data of cell viability was presented as the mean
values of viability + standard deviation. Statistical analysis was performed
using the two-tailed Student's t-test; differences were considered significant at
p <0.05.

2.3.6. Formation of 3D cellular cultures

Three-dimensional spheroid cell cultures were formed using two methods:
the hanging drop method by using special 96-well hanging drop plates
(Biomatrix, USA) and the forced flotation method by using U-shaped 96-well
plates (Nunclon Sphera, Thermo Fisher Scientific, Japan). For three-
dimensional cell culture studies, only MDA-MB-231 cells were used, as
MCF-7 cells do not form solid cell spheroids, only cell aggregates (Jarockyte
et al., 2018).

2.3.7. Experiments with cellular spheroids

Accumulation of LiYFs-Ces in MDA-MB-231 cell spheroids, MDA-MB-
231 cell spheroids were incubated for 24 h with NPs. Cell nuclei were stained
with 20 pg/ml Hoechst 33258.

For PDT effect of LiYF4-Ces evaluation in MDA-MB-231 spheroids, the
spheroids were incubated with LiYF4-Ces (control spheroids with LiYF,) for
24 h and then irradiated, replicating the conditions used in the cell monolayer
studies. 24 h after irradiation, cell spheroids were stained with the viability
dyes calcein AM and ethidium homodimer-1 (Thermo Fisher, USA).

In order to evaluate MSCs migration in MDA-MB-231 spheroids, MDA-
MB-231 spheroids were stained with 20 pug/ml Hoechst 33258 for 24 h while
MSCs were separately incubated with 0.1 mg/ml LiLuF4. At the end of the
incubation (30 min left), MSCs were stained with 2 uM calcein-AM (Thermo
Fisher Scientific, USA). Later, the MSCs were added onto MDA-MB-231
spheroids and left in the incubator for 24 h.

To evaluate the PDT effect of LiLuF4-Ces in MDA-MB-231 spheroids,
firstly, MSCs were incubated with LiLuF4-Ces for 24 h and then MSCs were
added onto MDA-MB-231 spheroids. After incubation, spheroids were
irradiated, replicating the conditions used in the cell monolayer studies. 24 h
after irradiation, cell spheroids were stained with the viability dyes.
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3. Results
3.1. Protein stabilized gold nanoclusters
3.1.1. Characterization and ROS generation

The absorption spectra of protein stabilized BSA-Au NCs, Rh*-Au NCs
and Rh-Au NCs has a band with a maximum at 280 nm, which coincides with
tryptophan amino acid absorption of proteins. The PL spectra of BSA-Au
NCs, Rh*-Au NCs and Rh-Au NCs are similar to other protein-stabilized Au
NCs and have two PL bands at around 470 nm and 650 nm. PL excitation
spectra of BSA-Au NCs, Rh*-Au NCs and Rh-Au NCs exhibit the peak at
around 495 nm. Since absorption and PL excitation do not coincide for the Au
NCs, we can affirm that both, photoluminescent and non-photoluminescent,
species were formed during the synthesis of Au NCs. Overall, despite slight
shifts in wavelength of band maxima for absorbance, PL and PL excitation,
these spectra are typical for protein stabilized Au NCs (Xie ir kt., 2009).

The hydrodynamic size measurements showed that the size of BSA-
Au NCs in deionized water is 4-16 nm, and that most particles are 9.4 nm in
size. From previous studies, it is known that the hydrodynamic size of BSA
molecules is 6-8.3 nm (Poderys et al., 2016), and the size of the nanocluster
of 25 Au atoms inside the protein itself is less than 1 nm (Xie et al., 2009).

The average size of Au NCs synthesized in human blood plasma was about
12 nm — slightly larger than BSA-Au NCs. The size of the nanoclusters did
not differ regardless of whether Rh™ or Rh™ blood plasma was used in the
synthesis. The hydrodynamic size of human serum albumin (HSA) is reported
in the literature to be 7 nm, and the size of HAS-Au NCs increases to 12 nm
(Russell et al., 2016).

PL decay lifetimes were measured upon 405 nm excitation. The Au NCs
PL (at 650 nm) decay was approximated by three exponential decay functions
with short (t1 = ~5 ns), intermediate (12 = ~200 ns) and long (13 = ~1,7 ps)
lifetimes. It was proposed that the short PL decay component is related to
prompt fluorescence of Au NCs in the albumin surrounding, whereas the long
PL decay component is related to delayed fluorescence of Au NCs (Yu et al.,
2012). Long lived PL excited state of Au NCs makes highly favourable
conditions for the generation of various radicals (ROS and '0,).

In order to evaluate Au NCs capability to generate 'O, and ROS upon light
irradiation, two fluorescent sensors were chosen: SOSG for 'O, detection and
DHR123 for peroxide and peroxynitrite detection. Ces was used as a positive
control. The increase of fluorescence intensity of DHR 123 was detected under
irradiation with 405 nm laser light in samples with different Au NCs. This
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demonstrates the generation of ROS by Au NCs. On the other hand, there was
no increase in the fluorescence intensity of DHR123 in non-irradiated
samples. This shows that ROS were not generated without light. The
fluorescence of SOSG increased in all irradiated samples, though the rate of
increase was different, which shows that generation efficacy of the 'O, is
different. Ces generates 'O, very quickly, compared to Au NCs, however, the
maximum amount of 'O, is very similar to the amount which is generated by
Au NCs after longer irradiation. Additionally, we observed that human plasma
itself also generates 'O, upon light exposure, which could be easily explained
by the presence of endogenous PS, such as uroporphyrin, copro-porphyrin and
protoporphyrin, in plasma (With, 1977).

Thus, Au NCs stabilized with BSA or plasma proteins can generate ROS
under 405 nm light irradiation. Additionally, we identified that Au NCs more
efficiently generate other ROS rather than 'O,, as evidenced by a higher
DHR 123 fluorescence intensity increase.

3.1.2. Accumulation in cells and biocompatibility

Accumulation of Au NCs was investigated in live breast cancer cells
MCF-7 and MDA-MB-231 by imaging with laser scanning confocal
microscope. BSA-Au NCs, Rh*-Au NCs and Rh™-Au NCs accumulate in
MCF-7 and MDA-MB-231 cells. From combined confocal fluorescence and
transmission microscopy images, we can state that Au NCs were clustered in
the cytoplasm of the cells, often near the nuclei, but not inside the nuclei. The
Au NCs were not distributed homogenously in the cells, but clustered in some
compartments, probably vesicles, such as endosomes or lysosomes. Our
previous study demonstrated that BSA-Au NCs internalize into cells via
endocytosis (Matulionyte ir kt., 2017). Also, a small amount of Au NCs
aggregates/agglomerates could form in the incubation medium and then enter
cells via micropinocytosis mechanism, leading to appearance of bright large
clusters visible inside the cells. Additionally, the Au NCs uptake pattern was
similar in both, MCF-7 and MDA-MB-231, cell lines.

Though confocal imaging did not show any obvious damage of the cells
after treatment with Au NCs, the cell viability was assessed after dark
treatment with various concentrations of Au NCs. The lowest concentration
(2.75 mg/ml) had no effect on cell viability, regardless of which Au NCs were
used. After incubation with 5.5 mg/ml solutions, BSA-Au NCs had no
statistically significant effect on cell viability, while only a slight decrease in
cell viability was observed when incubated with Rh"-Au NCs and Rh-Au
NCs. Only a slight decrease of cell viability was observed after incubation
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with 13.75 mg/ml concentration, though MCF-7 cells were more affected
compared to MDA-MB-231 cells. However, even after treatment with
27.5 mg/mL. Au NCs, viability of cells remained at around 90 %, which
allowed to conclude, that BSA-Au NCs, Rh™-Au NCs and Rh™-Au NCs are
non-toxic for MCF-7 and MDA-MB-231 cells under the dark treatment
conditions.

3.1.3. PDT effect in cells

In order to evaluate the photodynamic effect of Au NCs in the cells, MCF-7
and MDA-MB-231 cells were incubated with Au NCs and then irradiated with
blue light (400/10 nm bandpass filter, power density of 30 mW/cm?). After
irradiation the cells were stained with fluorescent viability dyes calcein AM,
which stains live cells, and propidium iodide, which stains nuclei of dead cells.

Cells that were incubated with BSA-Au NCs showed a significant decrease
in cell viability when exposed to 400/10 nm light up to a dose of 35.7 J/cm?.
MCF-7 cell viability dropped to 13 %, while MDA-MB-231 cell viability
dropped to 52 %.

During experiments with plasma protein stabilized Au NCs, different
irradiation doses were tested to identify optimal irradiation conditions as well
as to determine if the photodynamic effect is dose dependent. Viability of cells
without nanoclusters after irradiation with 60 J/cm? dose remained unaffected
with calculated average viability of both MCF 7 and MDA-MB-231 cells
higher than 96 %. The same case is for the cells which were incubated with
Au NCs but were not irradiated with 400/10 nm light. The average viability
of all those samples was 97 % or higher. After irradiation with a 20 J/cm? dose,
the viability of cells, incubated with Au NCs slightly decreases. The calculated
viability of cells incubated with Rh'-Au NCs was a little bit lower (MCF-7 —
93 %, MDA-MB-231 — 88 %), compared to the cells pre-incubated with Rh-
Au NCs (both 96 %). However, statistical analysis did not show any
statistically significant differences between the viability of cells incubated
with Rh*-Au NCs or Rh™-Au NCs. On the other hand, differences appear after
a higher irradiation dose. First, both Rh*-Au NCs and Rh™-Au NCs had a
higher phototoxic effect for MCF-7 cells than for MDA-MB-231 cells. The
viability of MCF-7 cells after irradiation with 40 J/cm? dose decreased to 17 %
and 27 % when incubated with Rh™-Au NCs and Rh-Au NCs, respectively.
After 60 J/cm? exposure, all MCF-7 cells were dead. Meanwhile, the viability
of MDA-MB-231 cells after irradiation with the 40 J/cm? dose remained 77 %
and 87 % when incubated with Rh*-Au NCs and Rh™-Au NCs, respectively.
After a higher dose (60 J/cm?) 38 % (Rh*™-Au NCs) and 31 % (Rh-Au NCs)
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of MDA-MB-231 cells survived. Another statistically significant difference
between Rh™-Au NCs and Rh-Au NCs was observed: Rh*™-Au NCs were more
phototoxic compared to Rh™-Au NCs.

3.2.Rare earth metal-doped nanoparticles
3.2.1. RENPs and Ces complex formation and characterization

Emission spectra of LiYF4 nanoparticles and the absorption spectra of Ces
partially overlap. Hence, upon excitation of LiYF4 at 980 nm, their emitted
UV and visible light can be absorbed by Ces molecules. Absorption spectrum
of Ceg changes when it binds to the surface of LiYF4 nanoparticles and forms
a complex — Soret band is shifted by 1 nm and the Q(I) band by 3 nm to the
longer wavelengths. This shift occurs due to microenvironment change of Ces
molecules and confirms that complex has formed (Valanciunaite et al., 2010).

The overlap of LiLuF4 emission spectrum is even more suitable for Ces
excitation — more spectral bands overlap. The emission bands of LiLuF, at
376 nm and 406 nm overlap with the Soret band, and the 652 nm and 668 nm
bands overlap with the Q(I) band. In addition, comparing the emission spectra
of LiLuF4 with the LiLuF4-Ces complex, it can be observed that 668 nm
emission band of LiLuF4; broadens after complexation. Upon 405 nm
excitation, the fluorescence of Ces in the complex coincides with the band
broadening seen upon excitation of LiLuFs-Ces with 980 nm radiation. It can
also be observed that the fluorescence band of Ces in the complex has shifted
compared to the fluorescence of free Ces. This shift is due to the Ces molecule
microenvironment change and confirms that Ces attached to the polymer
covering the LiLuF4 nanoparticles.

The hydrodynamic diameter of LiYF4 nanoparticles is 128 & 10 nm, and of
LiYF4-Ces complex is 133 = 3 nm. Meanwhile, LiLuF4 nanoparticles are more
than twice as small, with a hydrodynamic diameter of 50 + 11 nm, while
LiYFs-Ces complex is 52 £ 13 nm. Smaller size of nanoparticles may lead to
better penetration into cells. The optimal size of nanoparticles for cell entry is
40-50 nm (Jiang et al., 2008; Hoshyar et al., 2016). On the other hand, to
prevent the immune system from removing nanoparticles from the
bloodstream to the liver or spleen, their size should not exceed 200 nm (Zhang
et al., 2021b). Based on hydrodynamic size measurements alone, both LiYF4
and LiLuF, nanoparticles are suitable for further studies in biological systems
as they do not exceed 200 nm in size.

SOSG was used to determine 'O, generation. Aqueous solutions with
LiYF4, Ces and LiYF4-Ces solutions were irradiated with 980 nm or 806 nm
laser radiation. Ces irradiated with 980 nm laser radiation did not generate 'O,
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at all. Irradiation of LiYF4 produced a small amount of 'O, which may have
occurred due to the indirect excitation of SOSG during irradiation. During the
irradiation of the LiYF4-Ces complex, a significantly higher amount of 'O,
was generated, compared to samples containing only LiYF4 nanoparticles
without Ces. Since 980 nm radiation is only absorbed by LiYF4, we can say
that the resulting Ces successfully absorbs the light emitted by LiYFa.
Solutions, excited with 806 nm laser did not produce 'O,. Hence, neither the
LiYF, themselves nor the LiYF4-Ces complex generated 'O, under 806 nm
radiation meaning this radiation can be used to realize the diagnostic
properties of LiYF4-Ces.

A study of 'O, generation by LiLuF4 and LiLuF4-Ces was performed. In
this case, the control samples with LiLuF4, LiLuF4-Ces and Ces were kept in
the dark, and the experimental samples were irradiated with 980 nm until
fluorescence intensity maximum of SOSG was reached. SOSG fluorescence
intensity grew only in those samples containing LiLuF4-Ces complex, unlike
LiYFs, LiLuFs nanoparticles themselves did not generate 'O, during
irradiation. In the samples with LiLuF4+-Ces complex, SOSG fluorescence
increased more than 6 times, after collecting 1860 J/cm? dose and later
irradiation did not increase the fluorescence anymore. Meanwhile, in samples
with LiYFs-Ces, SOSG fluorescence intensity increased more than 9 times
after a similar irradiation dose.

3.2.2. Uptake in cells and biocompatibility

Accumulation of LiYF4, LiYF4-Ces, LiLuF4 and LiLuF4-Ces in breast
cancer cells was assessed after 24 h incubation by confocal microscopy. Cells
were incubated with RENPs for 24 h, then fixed and stained with fluorescent
dyes before imaging. RENPs accumulated in cells and were located in vesicles
near the cell nuclei. There were no RENPs inside nuclei. The cellular
accumulation of these RENPs is consistent with the typical cellular
accumulation of RENPs described in other publications (Baziulyte-
Paulaviciene et al., 2017; Voronovic et al., 2021; Klimkevicius et al., 2022).

LiYF4, LiYF4-Ces, LiLuF4 and LiLuF4-Ceg biocompatibility was evaluated
using released LDH detection kit. Results showed that RENPs themselves and
their complexes with Ceg did not cause toxic effects on cells when cells were
kept in the dark. The viability of MCF-7 cells after exposure to RENPs was
unchanged and remained the same as control cells. The viability of
MDA-MB-231 cells decreased to 95 % after 24 h incubation with LiYF4 and
LiYF4-Ces. LiLuF4 and LiLuF4-Ces had no statistically significant effect on
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MDA-MB-231 cell viability. Thus, LiYFs, LiYF4-Ces, LiLuFs; and
LiLuF4-Ces are biocompatible and do not cause any cytotoxicity in the dark.

3.2.3. Experiment with cellular spheroids

The accumulation of LiYF4 and LiYF4-Ces was also investigated in MDA -
MB-231 cell spheroids. The results showed that both LiYF4 and LiYF4-Ces
accumulated in the surface cells of the spheroids. Meanwhile, the fluorescent
nuclei penetrated to the central part of the spheroids. Thus, the penetration of
LiYF, and LiYF4-Ces into the cellular spheroid is limited.

Later MDA-MB-231 cell spheroids incubated with LiYF4 and LiYF4-Ces
were irradiated with a 980 nm or 806 nm laser (0.5 W/cm?) up to 900 J/cm?
dose. The spheroids that were incubated with LiYF4-Ces and irradiated with
980 nm radiation, were damaged and surface cells died, while other cells
remained viable. Thus, only cells with accumulated LiYFs-Ces died and other
cells were not damaged. Irradiation with 806 nm had no effect on cell viability.
Likewise, spheroids that were incubated with LiYF4 remained viable. This
study confirms the results obtained in cell monolayers and that LiYF4-Ces can
be used safely as a diagnostic tool under 806 nm irradiation and as a photodrug
under 980 nm irradiation.

To improve the delivery of nanoparticles, MSCs have been investigated
as a potential carrier of RENPs. First, the accumulation of LiLuF4 and LiLuFs-
Ces in MSCs was investigated. RENPs accumulated in the cytoplasm of
MSCs, most of them close to the nuclei, but RENPs did not enter the nuclei.
No differences in accumulation and localization between LiLuF4 and LiLuF4-
Ces were observed.

LDH cytotoxicity assay demonstrated that after 24 h of incubation with
RENPs, there was no statistically significant effect on the viability of MSCs
compared to control cells. Thus, LiLuF4 and LiLuFs-Ces are not toxic to MSCs
in the dark and can be transported using MSCs.

Firstly, therapeutic potential of LiLuF4-Ces were investigated in cell
monolayers. Two-dose irradiation with 980 nm was performed based on the
hypothesis that during the first irradiation, MSCs, pre-incubated with
LiLuF4-Ces, will die due to the generated 'O,, then LiLuF4-Ces will be
released to the surrounding medium. The LiLuF4-Ces then will accumulate in
the cancer cells, which would die after the second irradiation. The same
irradiation scheme was used in previous studies with a complex of quantum
dots and Ces (Dapkute et al., 2021). Results showed that one irradiation dose
is enough to damage MSCs — after the first irradiation all MSCs were dead.
Meanwhile, the viability of coculture of MSCs and MCF-7 cells decreased to
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61 %, and that of coculture of MSCs and MDA-MB-231 decreased to 79 %.
After the second irradiation, the viability of MSCs and cancer cell cocultures
were reduced: cell viability of MSCs and MCF-7 coculture decreased to 30 %
while in MSCs and MDA-MB-231 coculture — decreased to 44 %. These
results indicate that MCF-7 were more affected than MDA-MB-231 cells.
After analogous two-dose irradiation of MSCs preincubated with LiLuF4, no
significant decrease in viability was observed both after the first and the
second irradiations.

In order to evaluate the ability of MSCs to migrate in tumours, a 3D cell
culture model was chosen — MDA-MB-231 cell spheroids. Experimental
result demonstrated that MSCs migrated and penetrated into the interior of the
spheroid after 24 h Additionally, MSCs delivered RENPs to the
MDA-MB-231 cell spheroids. Later studies demonstrated that LiLuFs-Ces
delivery with MSCs improved PDT effect in MDA-MB-231 spheroids.

4. Discussion

This thesis describes studies with Au NCs and RENP-Ces complexes.
Three different protein-coated Au NCs were investigated: BSA-Au NCs,
Rh*-Au NCs, and Rh-Au NCs. LiYF4:Tm*", Yb** @LiYFs@ LiYF4:Nd** and
LiLuFsNd** @LiLuFs@ LiYbF4Er**@LiLuFs and their complexes —
LiYF4-Ces and LiLuF4-Ces were also investigated. Firstly, all NPs were
optically characterized, the sizes of NPs and the ability to generate ROS were
measured. Later, studies were carried out with cell monolayers: the
accumulation of NPs in cells, biocompatibility, photosensitizing effect were
evaluated. Additionally, studies with cell spheroids were performed to
investigate the performance of RENPs in a more complex model system. The
transport of RENPs using MSCs was also investigated. The results of the
conducted studies showed that the investigated NPs have the potential to be
applied to cancer theranostics, but each system has its own advantages and
disadvantages, which were discussed in more detail.

Theranostic NPs can be used for fluorescent diagnostics and PDT in two
ways: the NPs themselves could be used as PS or the NPs could be conjugated
with PS (Tavakkoli Yaraki et al., 2022). Here, Au NCs were selected as the
most promising candidates to become next-generation PS. PS mainly generate
10, (about 95 % of all ROS) and only a small amount of other ROS. However,
the mechanisms of ROS generation by nanoparticles, including Au NCs, are
quite different from porphyrin-type PS, so it is important to study the
generation of other ROS as well. In this work, it was shown for the first time
that Au NCs can generate not only 'O, but also peroxides and peroxynitrites
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(Poderys et al., 2020). Compared to the Ces, Rh*-Au NCs and Rh™-Au NCs
generate at least twice as much of these ROS than Ceg, with ROS generation
ratios of 2.7 and 2.3, respectively (Jarockyte et al., 2022). Although Ces
generates 'O, faster and more efficiently during irradiation (Au-NCs
generates, but more slowly — a higher irradiation dose is required) (Fig. 21),
the total formation of all ROS is the same or even higher, thus Au NCs is
equivalent to porphyrin-type PS and has a potential to replace them in the
future.

LiYFs-Ces and LiLuFs-Ces complexes also generate '0,, although in this
case the mechanism of ROS generation is much more complicated. UCNPs
are excited by 980 nm laser and upconversion process is initiated, then UCNPs
emit visible light, which is absorbed by Ces, which generates 'O,. Forster
resonance energy transfer between UCNPs and Ces has not yet been
demonstrated, so currently light emission and absorption are assumed to
occur. Several processes take place and energy losses occur during each
process, additionally, 980 nm radiation has lower energy compared to visible
light, therefore high irradiation doses are required. On the other hand, if the
dose is chosen correctly, 980 nm radiation has no effect to the tissues.
However, an excessive irradiation could lead to thermal damage, since 980 nm
radiation is absorbed by water, this must be taken into account before
application.

Both Au NCs and RENPs are biocompatible and do not cause dark toxicity.
However, one of the disadvantages of Au NCs is that during fluorescence
imaging, Au NCs are excited with the same light which initiates ROS
generation. This drawback can be overcome by choosing alternative imaging
methods. Au NCs can be used for X-ray or CT imaging (Kubiliute et al., 2011;
Zhang et al., 2012; Cole et al., 2015), and Au NCs generate third harmonic,
so they can be imaged by nonlinear microscopy (Jarockyte et al., 2022a). The
LiYF4-Ces and LiLuF4-Ces complexes do not have this problem because the
particles are designed to use one wavelength (793 nm or 806 nm) for
diagnostics and the other (980 nm) for PDT. RENPs with decoupled
diagnostic and therapeutic function is a novelty in a cancer theranostic field
(Skripka et al., 2019). Typically, both diagnosis and therapy occur by exciting
the NPs using same wavelength, or different imaging techniques are used to
avoid unwanted photosensitizing effects. In this work, the application of
RENP-Ces complexes for PDT is more emphasized compared to diagnostics,
because due to the lack of technical capabilities, the possible use for
diagnostics by excitation with 793 nm or 806 nm radiation was not shown.
Such studies will be carried out in the near future.
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Studies with plasma protein-stabilized Au NCs showed that the PDT effect
depends on the irradiation dose. It was observed that at a lower dose of
irradiation, the morphology of the cells changes and apoptosis starts, while at
a higher dose, cell necrosis occurs. Therefore, when applying a lower dose of
radiation, the cells initiate the process of apoptosis due to the intracellular
damage, while after irradiation with a higher dose, the cells are unable to adapt
to the damage and necrosis occurs. Additionally, MCF-7 cells were observed
to be affected more than MDA-MB-231 cells.

The phototoxicity of LiYF4-Ces and LiLuF4-Ces complexes was
investigated with higher irradiation doses (900 J/cm? and 450 J/cm? compared
to 20-60 J/cm? used for Au NCs). PDT effect of LiYF4-Ces was significantly
lower compared to LiLuFs;-Ces. In LiYFs NPs, the core of the NP is
responsible for the upconversion process, thus excitation of Ces could be less
effective. LiLuF4 NPs were intentionally designed with upconversion layer in
the surface. However, it should be noted that when studying the phototoxicity
of the LiYF4-Ces complex in cells, the laser light was directed to the samples
using an optical fiber and the final laser power density was 500 mW/cm?.
Meanwhile, when the LiLuF4-Ces complex was investigated, the laser light
was directed by mirrors, resulting in a final laser power density of
900 mW/cm?. Since the upconversion is a nonlinear process, the power
density of the exciting laser radiation significantly increases the upconversion
efficiency, resulting in an increase in the excitation of Ces molecules, ROS
generation and PDT effects on cells.

Although RENP-Ces complexes require higher irradiation doses than Au
NCs, RENP-Ces complexes can be used for PDT of tumors in deeper layers.
The blue light, used to excite Au NCs in this work, is absorbed by tissues, but
Au NCs have a broad PL excitation spectrum and can be excited by longer
wavelength radiation. On the other hand, 980 nm radiation will still be more
penetrating than the visible light needed to excite Au NCs. Hence, Au NCs
are more suitable for PDT of superficial tumors, and RENPs-Ces complexes
can be used more universally.

The accumulation and distribution of LiYF4 nanoparticles in
MDA-MB-231 cell spheroids is similar to the accumulation of carboxylated
quantum dots (Jarockyte et al., 2018). LiYF4 and LiYF4-Ces were located on
the surface of the cell spheroid and did not penetrate into the centre. Due to
such distribution, the outer cells are primarily affected during PDT, while the
cells located in the central part of the spheroid are protected from phototoxic
effects. Hence, the cancerous cells in the centre of the tumour would also not
be affected, but only the superficial ones. In order to improve the delivery of
NPs into the spheroid, MSCs were investigated as a NPs carrier. During the
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experiments, it was demonstrated that MSCs can penetrate into the centre of
the MDA-MB-231 spheroids and transfer LiLuFs nanoparticles. Such
LiLuF;-Ces complex transportation also increased the PDT effect on MDA-
MB-231 cell spheroids. Thus, the use of MSCs for NPs delivery can enhance
the anticancer effect on tumours.

In order to expand the use of both Au NCs and RENPs, it is possible to use
them as contrast agents in clinical diagnostic methods. For example,
radioactive technetium can be attached to BSA-Au NCs and such conjugate
can be used as a contrast agent in single photon emission computed
tomography (Jarockyte et al., 2022b). RENPs described in this work contain
Nd*" ions in their composition, which would allow to use them as MRI
contrast markers (Zhao et al., 2021). It would be possible to obtain multimodal
imaging and expand the possibilities of diagnostic methods currently used in
the clinic.

5. Conclusions

1. BSA-Au NCs, Rh"-Au NCs and Rh™-Au NCs generate ROS under visible
light  irradiation. = Meanwhile, the  complexes formed by
LiYF4:Tm* Yb¥* @LiYFs@LiYF4:Nd** or LiLuF4:Nd**@LiLuF.@
LiYbF4:Er**@ LiLuFs NPs and Ces generate 'O, when irradiated in the tissue
transparency window with 980 nm laser.

2. BSA-Au NNCs, Rh*-Au NCs and Rh-Au NCs as well as LiYFs-Ces and
LiLuF4-Ces complexes accumulate in MCF-7 and MDA-MB-231 cancer cells
and do not affect the viability of these cells in the dark.

3. BSA-Au NNCs, Rh*-Au NCs and Rh™-Au NCs generate ROS and cause
PDT effect in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells. This effect is
not uniform between cells of different malignancies: MCF-7 cells are more
affected than MDA-MB-231 cells.

4. Penetration of LiYF4 and LiYF4-Ces into MDA-MB-231 spheroids is
limited — nanoparticles accumulate only in the surface layers of the spheroid
cells.

5. LiYF4-Ces and LiLuF4-Ces complexes excited by 980 nm radiation initiate
intracellular 'O, generation and cause the death of cancer cells in cell
monolayers and spheroids.

6. Skin MSCs transfer LiLuF4-Ces complexes to MDA-MB-231 cell spheroids
and improve PDT effect of the complex.
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9. PADEKA

Pirmiausiai noré¢iau padékoti doktorantiiros vadovui prof. Ricardui
Rotomskiui uz suteikta galimybe mokytis ir dirbti Nacionalinio vézio instituto
Biomedicininés fizikos laboratorijoje. Aciti Jums uz mokslines diskusijas,
palaikymag ir kritika, tik&jima ir pasitikéjima manimi bei nuolatinj skatinima
judéti pirmyn.

Taip pat noriu padékoti visam Biomedicininés fizikos laboratorijos
kolektyvui uz nuosirdy palaikymg ir pagalbg jvairiose kasdieninése
situacijose. Ypa¢ dékoju prof. Vitalijui Karabanovui uz pagalba planuojant
eksperimentus, sprendziant kilusias problemas bei mokslines diskusijas
aptarinéjant gautus rezultatus ir raSant mokslines publikacijas. Dékoju Viliui
Poderiui ir Aléjai Marijai Daugélaitei uz nepamainoma pagalba eksperimenty
metu, Marijui Pleckaiciui uz pagalba redaguojant disertacijos teksta.

Taip pat esu labai dékinga dr. Artiom Skripka uz bendradarbiavimg ir
konsultacijas.
dr. Agatai Mlynskai uz skirta laikg ir vertingas pastabas.

Labiausiai noriu padékoti savo artimiausiems zmonéms. Dékoju mamai
Violetai ir té¢iui Rimantui uz palaikymg ir supratimg ilgais studijy metais.
Acit Justinui uz parama ir kantrybe disertacijos raSymo laikotarpiu.

Esu dékinga visiems, kurie buvo Salia ir palaiké mane doktoranttros
studijy metu bei padéjo augti kaip mokslininkei.
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2016-2018 m.
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Biofizikos doktorantira
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Biofizikos bakalauras
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2019-2022 m.
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biozymeny multipleksiné analizé osteoartrito
terapijai personalizuoti‘

Dotacijos nr. 01.2.2-LMT-K-718-02-0022
Jaunesnioji mokslo darbuotoja

Vilniaus universitetas

ES strukttriniy fondy finansuojamas projektas
,Poliarimetriné netiesiné mikroskopija
biomedicininiams tyrimams ir vézio diagnostikai.
Dotacijos nr. 01.2.2-LMT-K-718-02-0016.
Jaunesnioji mokslo darbuotoja

136



2015-2018 m.

2014-2017 m.

2014-2017 m.

2016 m.

2014 m.

Nacionalinis véZio institutas
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Nacionalinis vézio institutas

Biomediciningés fizikos laboratorija

Inzinieré
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véziniy kamieniniy Iasteliy atsakas j nanodaleliy
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Lazeriai biologijoje ir medicinoje
paskaitos ir seminarai

APDOVANOIJIMALI STIPENDIJOS, PREMIJOS

2022 m.

L’Oréal-UNESCO jaunyjy talenty programos
Baltijos $alyse ,,Moterims moksle* apdovanojimas.

137



2020 ir 2022 m.

2019 ir 2020 m.

2018 m.

2018 m.

2017 m.

2015-2016 m. m.

2015 m.

SERTIFIKATAI
2019 m.

Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro vardiné
stipendija uz puikius mokslo rezultatus, aktyvia
moksling, mokslo populiarinimo ir organizacing
veikla.

Lietuvos mokslo tarybos doktorantams skirta parama
uz akademinius pasiekimus.

Antros vietos diplomas uz stendinj pranesSimg
tarptautinéje konferencijoje ,,Baltic Biophysics
Conference*.

Lietuvos jaunyjy mokslininky sajungos paskelbtame
konkurse magistro baigiamasis darbas ,,Retaisiais
zemés metalais legiruoty nanodaleliy pritaikymas
diagnostikoje ir fotosensibilizuotoje naviky
terapijoje* buvo apdovanotas kaip geriausias
biomedicinos moksly srities magistro darbas.

Lietuvos moksly akademijos premija aukstyjy
mokykly studenty moksliniy darby konkurso
nugalétojams uz mokslinj darba ,,Nanodariniy,
naudojamy navikiniy susirgimy diagnostikai ir
terapijai, tyrimai 3D sferoidiniy lasteliy kultiiry
modelyje®.

Vardiné Prezidento Kazio Griniaus (biomedicinos
moksly studijy sritis) stipendija.

Pirmos vietos diplomas uz stendinj pranesimg
tarptautinéje konferencijoje ,,Current Trends in
Cancer Theranostics®.

,,Laboratoriniy (bandomyjy) gyviiny mokslo* kurso
pazymejimas, suteikiantis teis¢ savarankiskai
planuoti ir atlikti eksperimentus su bandomaisiais
gyvinais pagal 2010/63/ES Europos Parlamento ir
Tarybos Direktyvos 23 straipsnj.
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G., Poderys V., Sakirzanovas S., Rotomskis R. Synthesis and
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nanoparticles for possible application as multimodal contrast
agents. Beilstein Journal of Nanotechnology, 2017, 8, 1815-1824
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Matulionyte M., Dapkute D., Budenaite L., Jarockyte G.,
Rotomskis R. Photoluminescent Gold Nanoclusters in Cancer
Cells: Cellular Uptake, Toxicity, and Generation of Reactive
Oxygen Species. International Journal of Molecular Sciences.
2017, 18(2), 378 5687 (IF: 6,208, Q1, Q2).
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Jarockyte G., Daugelaite E., Stasys M., Statkute U., Poderys V.,
Tseng T-C., Hsu Sh-H., Karabanovas V., Rotomskis R.
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12. REZULTATU VIESINIMAS

Doktorantiros metu vykdyti tyrimai buvo pristatomi jvairiose mokslinése
konferencijose. Zemiau pateikiamas konferencijy pranesimy sgrasas.
Praneséjas pabrauktas. Disertacijos autoré doktorantiiros laikotarpiu pati
pristaté 6 praneSimus konferencijose (3 Zodinius ir 3 stendinius), dar 7
praneSimai doktorantiiros meta buvo pristatyti kity bendraautoriy.

Zodiniai prane§imai disertacijos tema:

1.

Skripka A., Karabanovas V., Jarockyte G., Marin R., Tam V., Cerruti
M., Rotomskis R., Vetrone F. Decoupling theranostics with rare earth
doped nanoparticles: wavelength specific functional response. Ist
Workshop on Luminescence & Magnetism in Molecules & Materials.
2019 m. kovo 11 d., Otava, Kanada.

Skripka A., Karabanovas V., Jarockyte G., Marin R., Tam V., Cerruti
M., Rotomskis R., Vetrone F. Decoupled theranostics with rare earth
doped nanoparticles. Tarptautiné konferencija Current Trends in
Cancer Theranostics. 2019 m. birzelio 30 d. — liepos 4 d. Trakai,
Lietuva.

Jarockyté G., Poderys V., Rupsys D., Bagdonas S., Karabanovas V.,
Rotomskis R. Fotosensibilizuota naviky terapija naudojant aukso
nanoklasterius. 43-oji Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija. 2019
m. spalio 3-5 d., Kaunas, Lietuva.

Karabanovas V., Skripka A., Jarockyté G., Dapkuté D., Vetrone F.,
Rotomskis R. Daugiafunkcés nanomedziagos naviky teranostikai. 43-

oji Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija. 2019 m. spalio 3-5 d.,
Kaunas, Lietuva.

Jarockyté G., Karabanovas V., Rotomskis R. Teranostiniy
nanodaleliy pritaikymo galimybiy onkologiniy ligy diagnostikoje ir
terapijoje tyrimas. Nacionaliné konferencija BIOATEITIS: gamtos ir
gyvybés moksly perspektyvos. 2020 gruodzio 4 d.

Daugélaité A. M., Jarockyté G., Skripka A., Poderys V.,

Karabanovas V., Vetrone F., Rotomskis R. Human dermal

mesenchymal stem cells as nanoparticles vehicles. Tarptautiné
konferencija Open Readings. 2022 m. kovo 15-18 d. Nuotoliné
konferencija.

Jarockyté G., Poderys V., Karabanovas V., Rotomskis R. Aukso
nanoklasteriai personalizuotai naviky teranostikai. Nacionaliné
konferencija BIOATEITIS: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos.
2022 m. lapkricio 24 d., Vilnius, Lietuva.
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12.

13.

Jarockyté G., Skripka A., Karabanovas V., Marin R., Tam V.,
Cerruti M., Vetrone F., Rotomskis R. Two-wavelenght excited
multilayer lanthanides-doped nanoparticles for cancer theranostics.
Tarptautiné konferencija Baltic Biophysics Conference. 2018 m.
spalio 4-5 d., Kaunas, Lictuva. PraneSimas apdovanotas II vietos
geriausio stendinio praneSimo sertifikatu.

Jarockyte G., Poderys V., Rupsys D., Bagdonas S., Karabanovas V.,
Rotomskis R. Protein-stabilized gold nanoclusters for cancer
theranostics. Tarptautiné konferencija Current Trends in Cancer
Theranostics. 2019 m. birzelio 30 d. — liepos 4 d., Trakai, Lietuva.
Jarockyté G., Poderys V., Karabanovas V., Rotomskis R. Kraujo
plazmos baltymais stabilizuoti aukso nanoklasteriai personalizuotai
naviky teranostikai. 44-0ji Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija.
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Daugélaité A. M., Jarockyté G., Skripka A., Poderys V.,
Karabanovas V., Vetrone F., Rotomskis R. Aukstynkeiciy
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Daugélaité A. M., Jarockyté G., Skripka A., Poderys V.,
Karabanovas V., Vetrone F., Rotomskis R. Potential use of human

dermal mesenchymal stem cells and multilayer nanoparticles for
cancer theranostics. Tarptautiné student konferencija The COINS.
2022 m. vasario 28 d. — kovo 3 d. Nuotoliné konferencija.

Daugélaité A. M., Jarockyté G., Skripka A., Poderys V., Vetrone F.,
Rotomskis R., Karabanovas V. Mesenchymal Stem Cells and Rare

Earth Nanoparticles — a Potent Combination for Photodynamic
Therapy of Cancer. Tarptautiné konferencija 3" Baltic Biophysics
Conference. 2022 m. spalio 6-7 d., Vilnius, Lietuva.
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